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Stres oksydacyjny jest zjawiskiem polegającym na pojawieniu się w obrębie ko­
mórki szeregu cytopatologicznych zmian, będących następstwem kaskady reakcji wol- 
norodnikowych. Do peroksydatywnych uszkodzeń dochodzi wtedy, gdy procesy gene­
rujące reaktywne formy tlenu (RFT) w komórce przeważają nad możliwościami ich 
usuwania przez system antyoksydacyjnej obrony. Źródłami wolnych rodników 
w komórkach są procesy metaboliczne, a szczególną rolę odgrywa mitochondrialny 
metabolizm oksydacyjny, peroksydacja lipidów, szlaki proteolityczne oraz tlenek azotu 
[1, 2]. W warunkach fizjologicznych w komórkach panuje stan równowagi pomiędzy 
powstawaniem wolnych rodników a ich „wymiataniem” przez system obrony antyok­
sydacyjnej. Przesunięcie stanu równowagi na korzyść procesów oksydacyjnych prowa­
dzi do stresu oksydacyjnego i ma miejsce w pewnych stanach patologicznych. Wśród 
przyczyn prowadzących do zachwiania równowagi oksydacyjno-redukcyjnej należy 
wymienić: utratę czynników redukujących [3, 4], obniżenie aktywności enzymów 
o antyoksydacyjnym działaniu [5, 6] oraz nasilenie produkcji wolnych rodników pod 
wpływem czynników endo- lub egzogennych [7]. Wolne rodniki mogą uszkadzać 
DNA [1, 8] oraz enzymy i białka strukturalne [9], wywoływać peroksydację lipidów [1, 
10] oraz indukować reakcje autooksydacyjne, takie jak np. polimeryzacja katecholamin 
[11]. Oksydacyjnie zmodyfikowane cząsteczki zaburzają prawidłowe funkcje komórek, 
co w konsekwencji może prowadzić do ich śmierci na drodze apoptozy lub nekrozy.
Mózg różni się od innych organów ciała pod względem intensywności reakcji gene­
rujących oraz usuwających wolne rodniki. W przypadku człowieka mózg, pomimo że 
stanowi zaledwie 2% wagi ciała, zużywa aż 20% tlenu pobieranego przez cały orga­
nizm [12]. Tak wysoki procent zużycia tlenu wskazuje, że mózg jest narządem, 
w którym produkcja RFT w procesie fosforylacji oksydacyjnej jest niezwykle wysoka. 
Neurony są komórkami szczególnie wrażliwymi na stres oksydacyjny ze względu na 
niską aktywność enzymów antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, 
katalaza i peroksydaza glutationowa, oraz wysoką tlenową aktywność metaboliczną. 
Neurony są ponadto komórkami niepodlegającymi replikacji, dlatego ich ubytek 
w mózgu osobników dorosłych nie może być kompensowany [13]. Tkanka mózgowa 
będąc bogata w lipidy zawierające nienasycone kwasy tłuszczowe, łatwo może ulegać 
uszkodzeniom peroksydacyjnym [1, 14]. Obecność w pewnych komórkach mózgu 
znacznych ilości jonów metali przejściowych, takich jak żelaza (Fe), miedzi (Cu) 
i manganu (Mn) może dodatkowo sprzyjać powstawaniu reaktywnych form tlenu. Ko-
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mórkowymi markerami stresu oksydacyjnego są: a) obniżony poziom czynników re­
dukcyjnych - glutationu, askorbinianu i a-tokoferolu, b) wzrost poziomu disiarczku 
glutationu (GSSG), c) wzrost poziomu peroksydacyjnie uszkodzonych cząsteczek lipi­
dów, białek oraz DNA [15],
Dane kliniczne, uzyskane z badań nad ludzkim mózgiem, jak i eksperymentalne 
z modeli zwierzęcych imitujących niektóre schorzenia neurodegeneracyjne, sugerują, 
że stres oksydacyjny może być czynnikiem odpowiedzialnym za śmierć pewnych neu­
ronów w chorobie Parkinsona, Alzheimera oraz w stwardnieniu zanikowym bocznym 
[2, 16, 17]. Wszystkie te badania wskazują równocześnie, że sprawnie działający sys­
tem obrony antyoksydacyjnej ma niezwykle ważne znaczenie dla prawidłowego funk­
cjonowania mózgu w ciągu długich lat życia człowieka. Jednym z ważniejszych anty- 
oksydantów broniącym komórki mózgu przed atakiem wolnych rodników jest glutation 
(GSH). Niedobór tego peptydu wywołany u noworodków szczura podaniem nieodwra­
calnego inhibitora syntetazy y-glutamylocysteinowej, butioninosulfoksyiminy (BSO) 
prowadzi do uszkodzenia mitochondriów w komórkach kory mózgowej [18]. Ponadto 
inhibitor ten nasila toksyczne efekty związane z podwyższoną produkcją wolnych rod­
ników np. podczas niedokrwienia [19] lub po podaniu modelowych neurotoksyn, ta­
kich jak l-metylo-4-fenylopirydyny (MPP+) [20] lub 6-hydroksydopaminy (6-OHDA) 
[21]. Działanie powyższych neurotoksyn w warunkach niedoboru GSH może być roz­
ważane w aspekcie patogenezy choroby Parkinsona, w przebiegu której dochodzi do 
obniżenia stężenia tego peptydu w części zbitej substancji czarnej [3, 4], Bardziej 
szczegółowo o tej chorobie będzie mowa później.
W rozdziale tym zostaną kolejno omówione funkcje, lokalizacja, transport 
i metabolizm GSH w mózgu w warunkach fizjologicznych oraz w schorzeniach neu­
rologicznych, w których dochodzi do zmian w stężeniu lub metabolizmie GSH 
w różnych obszarach układu nerwowego.
5.2. Glutation w układzie nerwowym
5.2.1. Podstawowe funkcje glutationu
Glutation jest najbardziej rozpowszechnionym niskocząsteczkowym związkiem 
tiolowym w centralnym układzie nerwowym. Aktualnie dostępne dane literaturowe 
wskazują, że spośród wielu fizjologicznych funkcji tego peptydu najważniejsze 
i najlepiej poznane sąjego zdolności redukcyjne. Zredukowany glutation (GSH) usuwa 
wolne rodniki i tym samym chroni błony komórkowe, DNA i białka przed stresem 
oksydacyjnym, a także przed ksenobiotykami. W komórce GSH jest niezbędny do 
utrzymywania grup hydrosulfidowych białek w formie zredukowanej, czyli do zacho­
wania tiolowego potencjału redoksowego [22]. Obecność GSH jest konieczna 
w procesie podziału komórki [23], w regulacji wewnątrzkomórkowego metabolizmu 
oraz w procesie apoptozy [24, 25], Badania ostatnich lat wskazują ponadto, że GSH 
oprócz dobrze znanego działania antyoksydacyjnego [26] może również pełnić w mó­
zgu rolę specyficznego modulatora neurotransmisji glutaminianergicznej oraz nowego 
neuroprzekaźnika [27, 28],
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5.2.2. Rozmieszczenie glutationu w tkance nerwowej
GSH występuje zarówno w centralnym, jak i obwodowym systemie nerwowym. Je­
go stężenie w mózgu człowieka, małpy i szczura jest stosunkowo wysokie i waha się 
od 2 do 3 mM [29, 30], natomiast w płynie mózgowo-rdzeniowym jest bardzo niskie 
i wynosi u człowieka około 5 pM [26, 31], a u szczura 0,2 pM [32]. Zredukowany 
GSH jest postacią dominującą w układzie nerwowym (99,8%), zaś forma utleniona 
disulfidowa (GSSG) stanowi znikomą jego frakcję (0,2%) [29]. Rozmieszczenie GSH 
w tkance mózgowej jest bardzo nierównomierne.
Mózg jest wysoce heterogennym organem z dużą ilością różnego typu komórek, za­
równo neuronalnych, jak i nieneuronalnych. Komórki mózgu charakteryzują się znacz­
nym morfologicznym zróżnicowaniem, a w pojedynczej komórce istnieje ścisła bio­
chemiczna kompartmentacja. Badania histochemiczne z użyciem specyficznych barw­
ników fluorescencyjnych, takich jak oranż rtęciowy lub aldehyd ftalowy, ujawniły, że 
GSH znajduje się głównie w komórkach glejowych oraz w aksonach i w zakończe­
niach komórek nerwowych [33, 34], Ciała komórek nerwowych pozostawały zwykle 
niewybarwione, a więc były pozbawione GSH, lub charakteryzowały się słabą barwli- 
wością świadczącą o niskiej zawartości tego peptydu. Bardziej selektywne badania 
immunohistochemiczne z zastosowaniem specyficznego przeciwciała dla GSH po­
twierdziły powyżej opisane rozmieszczenie tego peptydu w komórkach układu nerwo­
wego [35], Na poziomie komórkowym GSH zlokalizowano metodą immunohistoche- 
miczną w cytoplazmie, mitochondriach oraz w jądrze komórkowym w różnych typach 
komórek mózgu [35].
Ilościowe oznaczenia GSH w tkance nerwowej były prowadzone przy użyciu meto­
dy spektrofotometrycznej opartej na reakcji Ellmana lub wysokosprawnej chromato­
grafii cieczowej z detekcją elektrochemiczną (HPLC) [36, 37], Stężenie GSH 
w neuronach, astrocytach i innych typach komórek glejowych obliczono na podstawie 
oznaczeń wykonanych na kulturach komórkowych. Badania te jednoznacznie wskazu­
ją, że ilość tego peptydu w astrocytach hodowli pierwotnych jest znacznie wyższa niż 
w neuronach [26, 38, 39]. W astrocytach ilość ta wynosi 30 do 80 nmol/mg białka, co 
odpowiada stężeniu od 8 do 20 mM, natomiast w neuronach - 1 do 40 nmol/g białka, 
co odpowiada stężeniu od 0,25 do 10 mM [38, 40]. Istnieje wiele przyczyn tak dalece 
zróżnicowanego stężenia GSH w neuronach i astrocytach. Jedną z nich wydaje się 
pochodzenie komórek pobieranych do hodowli. Badania Langevelda i współpracowni­
ków [41] wykazują, że neurony kory mózgowej zawierają mniej GSH niż astrocyty 
pochodzące z tego obszaru mózgu, natomiast zarówno neurony, jak i astrocyty prąż- 
kowia i śródmózgowia posiadają podobne ilości tego peptydu. Z kolei badania 
z zastosowaniem techniki podwójnego barwienia GSH i białka hydroksylazy tyrozyny 
w kulturach komórek śródmózgowia wykazują, że neurony dopaminergiczne charakte­
ryzują się znacznie niższą zawartością tego peptydu niż pozostałe komórki tych ho­
dowli [41], Niskie stężenie GSH w neuronach dopaminergicznych jest często łączone 
ze zwiększoną podatnością tych komórek na działanie stresu oksydacyjnego. Metabo­
lizm GSH w hodowanych astrocytach i innych typach komórek glejowych oraz w neu­
ronach będzie omówiony w podrozdziale 5.2.5.
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5.2.2.1. Rozmieszczenie glutationu w komórce
GSH znajdujący się w komórce przynależy do dwóch frakcji: cytozolowej (90%) 
i mitochondrialnej (10%) [42]. W cytozolu komórki znajdują się również enzymy od­
powiedzialne za syntezę tego peptydu, których brak jest w mitochondriach. 
W mitochondriach występuje natomiast peroksydaza i reduktaza glutationowa oraz 
NADPH, czyli kompletny system enzymatyczny służący do usuwania nadtlenku wodo­
ru (H2O2). Peroksydaza glutationowa (GPx) jest głównie zlokalizowana w matrix 
i wewnętrznej błonie mitochondrialnej. Bardzo niewielka jej ilość znajduje się również 
w miejscach kontaktu między wewnętrzną a zewnętrzną błoną mitochondrialną [43], 
Taka lokalizacja enzymu wskazuje na jego strategiczną rolę w procesie eliminowania 
nadtlenku wodoru powstającego w wewnętrznej i zewnętrznej błonie oraz wodoronad- 
tlenków lipidów powstających w błonie wewnętrznej podczas peroksydacyjnych 
uszkodzeń.
GSH znajdujący się w mitochondriach pochodzi z frakcji cytozolowej komórki 
[44], a jego translokacja do mitochondriów odbywa się przy udziale specyficznego 
transportera zależnego od ATP [45]. Dlatego spadek stężenia GSH w cytozolu wywie­
ra bezpośredni wpływ na jego poziom w mitochondriach, co zostało eksperymentalnie 
udowodnione przez Jaina i współpracowników [18]. Według pewnych autorów, deficyt 
GSH w mitochondriach ujawnia się dopiero wtedy, gdy spadek w cytozolu dochodzi 
do stężenia poniżej 50% wartości kontrolnej [18, 46]. Transport GSH z cytozolu do 
mitochondriów jest bardzo efektywny i następuje już przy niskim stężeniu peptydu. 
Z kolei bardzo wolny wypływ GSH z mitochondriów do cytozolu świadczy o istnieniu 
mechanizmu zabezpieczającego te organelle przed jego utratą (np. w niekorzystnych 
warunkach przejściowego deficytu GSH wywołanego działaniem czynników toksycz­
nych). W badaniach histologicznych z zastosowaniem mikroskopu elektronowego 
wykazano, że spadkowi GSH w komórkach mózgu towarzyszy pęcznienie mitochon­
driów, nasilona wakuolizacja oraz pękanie grzebieni i błon mitochondrialnych [ 18],
GSH znajdujący się w mitochondriach służy do utrzymywania w zredukowanej po­
staci grup hydrosulfidowych białek błon mitochondrialnych, co ma bardzo istotne zna­
czenie dla funkcji mitochondriów. Niedobór GSH w mitochondriach prowadzi do utle­
nienia tych białek, zwiększenia przepuszczalności błon mitochondrialnych dla jonów 
wapnia [47] oraz zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej [48], Stopniowo proces ten 
może prowadzić do całkowitego zahamowania funkcji mitochondriów i śmierci komó­
rek. Ryc. 1 ilustruje powiązania pomiędzy stężeniem GSH, produkcją wolnych rodni­
ków i uszkodzeniem mitochondriów.
Skutkiem niedoboru GSH w mitochondriach jest nadmierne gromadzenie się w nich 
nadtlenku wodoru (H2O2), który można uznać za produkt uboczny powstający w łań­
cuchu oddechowym. Dzieje się tak, ponieważ nie wszystkie cząsteczki tlenu ulegają 
w mitochondriach redukcji do wody i pewna ich część jest przekształcana do H2O2 
i anionorodnika ponadtlenkowego (O2’). Z anionorodnika ponadtlenkowego w reakcji 
katalizowanej przez dysmutazę ponadtlenkową (SOD), znajdującą się w mi­














Ryc. 1. Cykliczne sprzężenie między deficytem GSH, produkcją reaktywnych form tlenu 
a uszkodzeniem mitochondriów
2 O2- + 2H----------- ►H2O2 + O2
W mózgu nadtlenek wodoru może powstawać również pod wpływem monoamino- 
oksydazy (MAO) znajdującej się w mitochondriach w czasie deaminacji oksydacyjnej 
monoamin (np. dopaminy). W warunkach niedoboru GSH nadtlenek wodoru nie może 
być skutecznie usuwany i wtedy w nieenzymatycznej reakcji Fentona, z udziałem jo­
nów metali przejściowych dochodzi do generowania niebezpiecznego rodnika hydro­
ksylowego, którego reaktywność prowadzi do rozległych uszkodzeń mitochondriów. 
Do uszkodzeń mitochondriów przy niedoborze GSH może również dochodzić pod 
wpływem nadtlenoazotynu (ONOO) powstającego w niezwykle szybkiej reakcji tlen­
ku azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym [49, 50].
NO'+O2: --------------- ►ONOO
Uszkodzone mitochondria nie są w stanie produkować odpowiedniej ilości energii, 
a niski poziom ATP ma bezpośredni wpływ na biosyntezę GSH (patrz podrozdział 
5.2.5.1). Przedstawioną powyżej w formie schematu zależność między poziomem 
GSH, produkcją reaktywnych form tlenu i uszkodzeniem mitochondriów, można roz­
patrywać w aspekcie choroby Parkinsona. W schorzeniu tym dochodzi bowiem zarów­
no do spadku poziomu GSH [3, 4], jak i do zaburzenia funkcji mitochondriów [51, 52].
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5.2.3. Transport glutationu przez barierę krew-mózg
Podczas krótkotrwałego głodzenia organizmu mózg jest chroniony przed utratą 
glutationu [53], W warunkach takich homeostaza glutationowa jest przypuszczalnie 
utrzymywana przez obrót w tkance mózgowej aminokwasów budujących cząsteczkę 
tego peptydu. Zarówno cysteina, jak i glutamina jako substancje prekursorowe służące 
do biosyntezy GSH, mogą być aktywnie przenoszone przez barierę krew-mózg za 
pomocą odpowiedniego systemu transportowego [54, 55], Ostatnio opisano również 
wychwyt GSH z krwi przez komórki śródbłonka naczyń kapilarnych oraz stwierdzono, 
że przechodzi on z tych komórek do parenchymy mózgu [56, 57]. Nie jest jednak cał­
kowicie jasne, czy GSH jest transportowany z surowicy krwi w formie całej cząsteczki 
peptydu, czy też jego wychwyt jest związany z biodegradacją GSH przez enzym bło­
nowy, y-glutamylotranspeptydazę (y-GT), zlokalizowany na powierzchni błony cyto- 
plazmatycznej śródłonka naczyń włosowatych [58, 59]. Ryc. 2 (A, B) przedstawia 
hipotetyczne drogi transportu GSH przez barierę krew-mózg.
Wyniki najnowszych badań wskazują, że w mózgu podobnie jak w innych organach 
(jelita, płuca) możliwy jest bezpośredni transport cząsteczek GSH z surowicy krwi 
przez ścianę naczyń włosowatych (ryc. 2A). Transport ten jest niezależny od aktywno­
ści y-GT i odbywa się przy udziale specjalnych nośników białkowych, które umiejsco­
wione są w błonie cytoplazmatycznej śródbłonka naczyń włosowatych [60, 61]. Przyj­
muje się, że istnieją co najmniej dwa rodzaje transporterów przenoszących cząsteczki 
GSH ze światła naczyń krwionośnych do tkanki mózgowej. Aktywność jednego z nich 
jest wyraźnie zależna od obecności jonów sodu [60, 61]. Transporter GSH zależny od 
kationów Na+ znajduje się w błonie cytoplazmatycznej śródbłonka, skierowanej do 
światła naczynia kapilarnego. Przy jego udziale może dochodzić do gromadzenia się 
w tych komórkach GSH pobranego z surowicy krwi (model A, ryc. 2). Istnienie trans­
portera sodowozależnego zostało ostatecznie stwierdzone w badaniach in vitro, prze­
prowadzonych na specjalnej linii ludzkich komórek śródbłonka naczyń włosowatych 
[62], Kannan i współpracownicy [62] potwierdzili następnie istnienie transportera so­
dowozależnego dla GSH również w błonach cytoplazmatycznych astrocytów ludzkich 
pochodzących z pierwotnych hodowli. Wcześniej transporter sodowozależny został 
wykryty w błonach astrocytów szczura [63, 64], Drugi transporter GSH, którego ak­
tywność nie jest zależna od obecności jonów Na+, znajduje się w błonie podstawnej 
komórek śródbłonka naczyń włosowatych oraz w błonie cytoplazmatycznej astrocy­
tów. Transporter ten ułatwia odbywający się zgodnie z gradientem stężeń (wysokie 
stężenie GSH w komórce, niskie zewnątrzkomórkowo) wypływ GSH z tych komórek 
(model A, ryc. 2). Schemat A na ryc. 2 przedstawia ponadto transport cysteiny (Cys) 
i cystyny oraz uwzględnia syntezę GSH w komórkach śródbłonka i astrocytach.
Możliwość bezpośredniego transportu GSH przy udziale nośników nie wyklucza 
jednak enzymatycznego rozpadu tego peptydu i wychwytu powstałych aminokwasów 
przez komórki śródbłonka naczyń włosowatych, w których ponownie dochodzi do 
biosyntezy GSH (model B, ryc. 2). Zauważono, że wypływ GSH z komórek śródbłon­
ka oraz astrocytów odbywa się w tych samych miejscach błony cytoplazmatycznej, 
gdzie zlokalizowane są enzymy degradujące ten peptyd, czyli y-GT i dipeptydaza (DP) 
(ryc. 2B). To bezpośrednie sąsiedztwo zapewnia dostęp substratu, jakim jest GSH, do 
aktywnych centrów obu tych enzymów i prowadzi do szybkiego powstania produktów 


























Ryc. 2. Hipotetyczne modele transportu GSH w mózgu. Model A - szybki, bezpośredni transport 
GSH przy udziale nośników: a - transporter Na+-zależny; b - transporter niezależny od jonów Na+; 
c - transporter aminokwasów. Model B - wolny, zależny od aktywności y-GT i dipeptydazy (DP) 
transport aminokwasów uwolnionych podczas rozpadu GSH. Transport cystyny powstającej w wyni­
ku zewnątrzkomórkowego utleniania cysteiny (Cys) zaznaczony jest linią przerywaną (rycina A) 
(wg Kannana i wsp. 1998 [75] - zmodyfikowane) 
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wspomagającego wypływ GSH z enzymami katalizującymi jego hydrolizę jest ciągłe 
uwalnianie cysteiny, która jako jedyny aminokwas siarkowy jest następnie pobierana 
przez neurony. W przeciwieństwie do cysteiny cystyna nie jest pobierana przez neurony. 
Według Sagara i współpracowników [39], cystyna powstająca w przestrzeni międzyko­
mórkowej w wyniku bardzo szybkiej autooksydacji cysteiny jest wychwytywana przez 
astrocyty, w których podlega wewnątrzkomórkowej redukcji (ryc. 2A).
Przedstawione powyżej modele transportu GSH przez barierę krew-mózg zostały 
opracowane na podstawie najnowszych badań. Nadal jednak pozostaje do wyjaśnienia, 
jak duży jest udział transporterów GSH w dostarczaniu tego peptydu z krwi do mózgu i w 
utrzymywaniu homeostazy glutationowej w tym organie. Wiadomo bowiem, że możliwo­
ści transportu tego peptydu przez barierę krew-mózg spadają wraz z wiekiem [56, 60].
5.2.4. Rola glutationu w procesach detoksyfikacji
Usuwanie wolnych rodników z udziałem GSH odbywa się na drodze enzymatycz­
nej i nieenzymatycznej. W reakcji nieenzymatycznej GSH reaguje bezpośrednio 
z wolnymi rodnikami, takimi jak: anionorodnik nadtlenkowy, rodnik hydroksylowy 
oraz tlenek azotu [65, 66, 67], Usuwanie rodnika hydroksylowego tą drogą jest jedną 
z ważniejszych funkcji GSH w układzie nerwowym (reakcja 1).
2 GSH+ 2 OH’ ------------ ► GSSG + 2 H2O (1)
W reakcji enzymatycznej, katalizowanej przez peroksydazę glutationową (GPx) 
[EC 1.11.1.9], GSH jest donorem elektronów do redukcji nadtlenków. Tą drogą usu­
wany jest nadtlenek wodoru oraz wodoronadtlenki organiczne (reakcja 2).
H2O2 + 2 GSH P^ydazaGSH^ggg + ?
Końcowym produktem tych reakcji jest disiarczek glutationu (GSSG) i cząsteczka 
wody. W obrębie komórki GSSG jest redukowany do GSH w reakcji katalizowanej 
przez reduktazę glutationową (GR) (reakcja 3).
, reduktaza GSSG
GSSG + NADPH + H ------------------- > 2 GSH + NADP (3)
GR [EC 1.6.4.2] przenosi elektrony z fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoade- 
ninowego (NADPH) na disiarczek glutationu i w ten sposób odnawia pulę zredukowa­
nego GSH. W reakcjach katalizowanych przez GPx i GR (reakcje 2 i 3) glutation nie 
jest zużywany, lecz ulega ciągłej regeneracji. Do efektywnej detoksyfikacji nadtlenków 
z udziałem GPx i GR konieczna jest dostępność i regeneracja NADPH. Podobnie jak 
w innych tkankach organizmu regeneracja NADPH odbywa się głównie w cyklu pen- 
tozofosforanowym, w którym w mózgu ulega przemianie zaledwie od 3 do 5% gluko­
zy. Cykl ten ma jednak bardzo duże znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania mó­
zgu właśnie ze względu na powstający w nim NADPH, który jest niezbędny w usuwa­
niu nadtlenków. Jak wynika z badań prowadzonych na hodowlach astrocytów, szlak 
pentozofosforanowy jest bardzo silnie pobudzany podczas detoksyfikacji nadtlenku 
wodoru [68, 69], Z kolei niedobór glukozy w płynach hodowlanych obniża zdolności 
astrocytów do usuwania nadtlenku wodoru [70] i znacznie wydłuża czas usuwania 
wodoronadtlenków organicznych [71, 72],
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Komórki mózgu różnią się pod względem możliwości usuwania wolnych rodników. 
Hodowane astrocyty bardzo efektywnie redukują zarówno nadtlenek wodoru [70, 73], 
jak i wodoronadtlenki organiczne [71, 72, 74], W komórkach tych oprócz GPx także 
katalaza [EC 1.11.1.6] jest zaangażowana w usuwanie nadtlenku wodoru [70, 73], 
Zahamowanie samej katalazy tylko w nieznacznym stopniu obniża zdolności astrocy- 
tów do usuwania nadtlenku wodoru, natomiast równoczesne zahamowanie GPx bardzo 
silnie ogranicza możliwości detoksyfikacyjne tych komórek [70]. Oznacza to, że GPx 
w astrocytach może zastąpić funkcję katalazy w usuwaniu nadtlenku wodoru, nato­
miast katalaza nie może zastąpić GPx w usuwaniu wodoronadtlenków organicznych, 
takich jak wodoronadtlenek t-butylu lub wodoronadtlenek kumenu [71, 72], W przeci­
wieństwie do astrocytów neurony w hodowli mają znacznie słabszą zdolność detoksy- 
fikacji nadtlenku wodoru [73, 75]. W komórkach tych w obronie przed nadtlenkiem 
wodoru uczestniczy głównie GPx [73], jednakże system glutationowy neuronów nie 
może w pełni zrekompensować utraty aktywności enzymatycznej katalazy [75].
W układzie nerwowym astrocyty są w bardzo bliskim kontakcie z neuronami. Wy­
pustki astrocytów tworzą niemal ciągłą błonę wokół ciał komórkowych i wypustek neu- 
ronalnych. Takie anatomiczne usytuowanie astrocytów w stosunku do neuronów sprzyja 
wymianie metabolitów pomiędzy tymi komórkami. W hodowlach astroglejowo- 
neuronalnych (astroglial-neuron coculture) astrocyty chronią neurony przed szkodliwym 
działaniem zarówno nadtlenku wodoru [73, 76], jak i tlenku azotu [77]. Według badań 
Desagher i współpracowników [73] 1 astrocyt może zapewnić efektywną obronę przed 
nadtlenkiem wodoru nawet 20 neuronom. Astrocyty zapobiegają również uszkodzeniom 
neuronów przez zewnątrzkomórkowe wolne rodniki znajdujące się w płynach hodowla­
nych [78], Dane te wskazują, że między astrocytami a neuronami istnieje metaboliczna 
interakcja ograniczająca toksyczność wolnych rodników względem neuronów [79, 80, 
81]. W interakcji tej uczestniczy GSH, gdyż neuroprotekcyjne działanie astrocytów skie­
rowane przeciw nadtlenkowi wodoru i tlenkowi azotu ulega osłabieniu, gdy poziom GSH 
w tych komórkach jest niski [77, 80].
5.2.4.1. Rozmieszczenie enzymów katalizujących reakcje detoksyfikacji w mózgu
Właściwości biochemiczne enzymów, biorących udział w procesach detoksyfikacji 
mózgu, są intensywnie badane. W ostatnich latach poznano 4 izoenzymy GPx zawie­
rające w swoich centrach aktywnych selenocysteinę [82], jak również zidentyfikowano 
formę tego enzymu pozbawioną selenu [83]. Enzymatyczna aktywność zarówno GPx, 
jak i GR, badana w homogenatach tkankowych, jest znacznie niższa w mózgu niż 
w innych tkankach organizmu. I tak, aktywność formy cytozolowej GPx w mózgu 
myszy stanowi zaledwie 5% aktywności tego enzymu, jaką charakteryzują się komórki 
nerek i wątroby. Podobnie aktywność GR w mózgu myszy stanowi odpowiednio 32% 
i 65% aktywności tego enzymu w nerkach i wątrobie [84]. Jak wykazują badania im- 
munohistochemiczne prowadzone na skrawkach mózgu, rozmieszczenie enzymu per- 
oksydazy glutationowej w różnych typach komórek jest silnie zróżnicowane i zależy 
zarówno od badanego gatunku, jak i od stanu fizjologicznego mózgu. W pierwszych 
badaniach tego typu, prowadzonych na skrawkach mózgu szczura, enzym ten znale­
ziono głównie w neuronach kory, hipokampa i móżdżku [85], Przeciwnie, w badaniach 
wykonanych na skrawkach mózgu szczura w ostatnich latach wykazano obecność tego 
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enzymu głównie w komórkach mikrogleju, a stosunkowo niewielką jego ilość stwier­
dzono w neuronach, astrocytach i neuropilu [86], W mózgu myszy obecność GPx 
stwierdzono zarówno w neuronach, jak i astrocytach. Wysokie stężenie tego enzymu 
obserwowano w neuronach warstwy II kory mózgowej, w rejonie CA1 hipokampa, 
w zawoju zębatym i w jądrze mostu [87]. W przeciwieństwie do gryzoni, w mózgu 
człowieka Takizawa i współpracownicy [88] opisali bardzo małą ilość GPx zarówno 
w neuronach, jak i astrocytach, a Damier i współpracownicy [89] wykazali obecność 
tego enzymu wyłącznie w komórkach glejowych. W stanach patologicznych 
u człowieka obserwuje się zwiększoną koncentrację GPx w komórkach glejowych 
sąsiadujących z miejscem zawału mózgu [86], a w przypadku choroby Parkinsona 
w komórkach glejowych otaczających nieliczne, zachowane neurony dopaminowe 
w części zbitej istoty czarnej [89]. Lokalizacja GPx w różnych typach komórek mózgu 
w chwili obecnej nie jest w pełni wyjaśniona i wymaga dalszych badań.
Struktura, funkcja i mechanizm działania reduktazy glutationowej (GR) zostały do­
kładnie opisane przez Lopez-Barea i współpracowników [90]. Występująca w mózgu 
forma tego enzymu jest dimerem zbudowanym z identycznych podjednostek. Masa 
cząsteczkowa każdego monomeru wynosi około 50 kDa, wartość stałej Michaelisa KM 
wyizolowanego enzymu GR względem jego substratów, czyli NADPH i GSSG, waha 
się w granicach mikromolowych [91]. Reduktazę glutationową wykryto na skrawkach 
mózgu metodą immunohistochemiczną głównie w neuronach. Obecność tego enzymu 
w astrocytach jest znacznie słabiej zaznaczona i w dużym stopniu zależy od badanego 
gatunku [92], W hodowanych astrocytach w najlepszym przypadku stwierdzano bardzo 
niewielką ilość tego enzymu, podczas gdy w hodowanych neuronach, komórkach mi­
krogleju i oligodendrocytach wysoką [91],
W komórkach mózgu zachodzą reakcje enzymatyczne, których przebieg może pro­
wadzić do wyczerpania się wewnątrzkomórkowej puli GSH. W reakcjach tych biorą 
udział S-transferazy glutationowe [EC 2.5.1.18], należące do grupy enzymów cytozolo- 
wych katalizujących koniugację elektrofilowych ksenobiotyków z GSH. Efektem działa­
nia tych enzymów jest usunięcie z komórek mózgu nie tylko szkodliwych substancji, ale 
także utrata samego GSH [93]. Występujące w mózgu izoformy S-transferaz glutationo- 
wych przynależą do trzech różnorodnych klas - a, ji ii [94], Klasa-a znajduje się 
w astrocytach, neuronach i komórkach ependymy [95], klasa-ą w neuronach i astrocytach 
[95, 96], a klasa-7t wyłącznie w oligodendrocytach [96, 97],
5.2.5. Podstawowy metabolizm glutationu
5.2.5.1. Synteza glutationu
GSH jest peptydem syntetyzowanym we wszystkich typach komórek mózgu [98]. 
Synteza jego odbywa się w podobny sposób jak w innych tkankach organizmu 
w cytozolu komórki w dwustopniowej reakcji przebiegającej z udziałem zależnych od 
ATP enzymów: syntetazy y-glutamylocysteinowej [EC 6.3.2.2] oraz syntetazy glutatio­
nowej [EC 6.3.2.3] (ryc. 3). Podstawowymi substratami do syntezy GSH są trzy amino­
kwasy: kwas L-glutaminowy, L-cysteina i glicyna. W pierwszym etapie reakcji synte­
zy, katalizowanym przez syntetazę y-glutamylocysteinową, zostaje utworzone wiąza­




























































































































































iny (ryc. 3, reakcja 1). Warunkiem utworzenia tego wiązania jest aktywacja grupy 
y-karboksylowej glutaminianu kosztem adenozynotrójfosforanu (ATP). Powstały zwią­
zek pośredni acylofosforan jest z kolei atakowany przez grupę aminową cysteiny. 
W wyniku reakcji powstaje dipeptyd y-glutamylocysteina (y-Glu-Cys). W drugim eta­
pie, katalizowanym przez syntetazę glutationową (reakcja 2), ATP atakuje grupę kar­
boksylową cysteiny, aby umożliwić jej kondensację z grupą aminową glicyny. Reakcje 
syntezy wymagają nakładu energii i podczas ich przebiegu zużywane są 2 cząsteczki 
ATP na 1 cząsteczkę powstającego GSH. Synteza GSH jest regulowana poprzez ne­
gatywne sprzężenie zwrotne, co oznacza, że produkt końcowy, czyli GSH, hamuje 
aktywność syntetazy y-glutamylocysteinowej i wyłącza syntezę [25, 99]. Z kolei nad­
miar glutaminianu blokując miejsce regulatorowe syntetazy y-glutamylocysteinowej, 
może odhamować negatywne sprzężenie zwrotne i ponownie nasilić biosyntezę GSH 
[99],
Specyficzna aktywność enzymów syntetyzujących GSH w całym mózgu jest znacz­
nie niższa niż ta, którą obserwowano w komórkach nerek czy wątroby [100, 101]. 
Jedynie w splocie naczyniastym [102, 103] i w astrocytach [104] aktywność tych en­
zymów jest szczególnie wysoka.
5.2.5.2. Katabolizm glutationu
Chociaż GSH jest syntetyzowany wewnątrz komórki, jego rozpad zachodzi poza jej 
obrębem, w przestrzeni międzykomórkowej. Enzymami katalizującymi hydrolizę GSH 
są y-glutamylotranspeptydaza (y-GT) [EC 2.3.2.2] oraz dipeptydaza cysteinylo- 
glicynowa [EC 3.4.13.6] (DP). Enzymy te to białka błonowe zlokalizowane wyłącznie 
na zewnętrznej powierzchni błony komórkowej określonych typów komórek. Oddzie­
lenie błoną komórkową GSH jako substratu od enzymów biorących udział w jego roz­
padzie gwarantuje wewnątrzkomórkową stabilność tego peptydu, jak również determi­
nuje określony mechanizm pozwalający na przemieszczanie go z cytozolu na zewnątrz 
komórki. Wypływ GSH z komórki jest krokiem inicjującym jego degradację i obser­
wowano go w hodowlach astrocytów [63, 64, 105].
Uwolniony do przestrzeni międzykomórkowej GSH podlega rozpadowi w dwusto­
pniowej reakcji (ryc. 3). W pierwszym etapie reakcji katalizowanym przez y-GT, 
enzym ten przerywa wiązanie y-karboksylowe w cząsteczce GSH i przenosi resztę 
y-glutamylową na akceptor aminokwasowy (AA), inny peptyd lub cząsteczkę wody. 
Powstaje wtedy aminokwas y-glutamylowy lub peptydy y-glutamylowe (y-Glu-AA) 
oraz dipeptyd cysteinyloglicyna (Cys-Gly) (ryc. 3, reakcja 3). Aminokwas y-gluta- 
mylowy wraca do komórki, gdzie y-glutamylocyklotransferaza przekształca resztę 
y-glutamylową w 5-okso-L-prolinę, uwalniając aminokwas (AA), który w poprzedniej 
reakcji był jej akceptorem (reakcja 4). Następnie, 5-okso-L-prolina jest przekształcana 
z powrotem do glutaminianu przy udziale zależnego od ATP enzymu - 5-okso-L- 
prolinazy (reakcja 5). W drugim etapie reakcji rozpadu GSH, dipeptyd Cys-Gly ulega 
dalszej degradacji do glicyny i cysteiny pod wpływem dipeptydazy cysteinyloglicyno- 
wej (reakcja 6). Powstałe drogą enzymatycznego rozpadu GSH aminokwasy (glutami­
nian, cysteina, glicyna) mogą być resorbowane przez komórki mózgu i używane do 
ponownej syntezy tego peptydu (reakcje 1 i 2).
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Występowanie peptydów y-glutamylowych [106, 107] potwierdza obecność 
w mózgu y-GT. Enzym ten został wyizolowany z mózgu szczura i opisano kilka jego 
izofbrm [108]. Specyficzna aktywność tego enzymu wykazuje dużą zmienność 
w różnych obszarach mózgu, przy czym najwyższą charakteryzuje się splot naczyniasty 
[102, 103]. Komórkowe rozmieszczenie y-GT w naczyniach kapilarnych mózgu jest 
przedmiotem kontrowersji. Pewne badania wskazują na obecność tego enzymu 
w błonie cytoplazmatycznej komórek śródbłonka [58, 59], inne natomiast sugerują, że 
głównym źródłem y-GT w naczyniach włosowatych mogą być perycyty [109], Immu- 
nohistochemiczne badania porównawcze wykonane na skrawkach pochodzących 
z mózgu szczura, myszy, małpy i człowieka wskazują na różnice gatunkowe. U szczura 
obecność y-GT stwierdzono na powierzchni komórek śródbłonka naczyń włosowatych, 
natomiast u człowieka i myszy na powierzchni astrocytowych stopek końcowych 
przylegających do naczyń włosowatych [110], Obecność y-GT na wypustkach astro- 
cytów przylegających do naczyń włosowatych, jak również na powierzchni perycytów 
pokrywających śródbłonek naczyń włosowatych wskazuje na specyficzną funkcję tego 
enzymu w mózgu.
Dotychczas postulowano, że zarówno GSH, jak i aktywność y-GT w naczyniach 
włosowatych mózgu odgrywają główną rolę w transporcie aminokwasów przez barierę 
krew-mózg [111]. Obecnie wydaje się, iż koncepcja ta nie jest w pełni słuszna 
i powinna ulec weryfikacji. Ostatnio okazało się bowiem, że nawet transport cystyny, 
jednego z najlepszych substratów y-GT [112] z surowicy krwi do komórek naczyń 
włosowatych przebiega normalnie przy zahamowanej aktywności y-GT [113], Dlatego 
wydaje się, że funkcję tego enzymu w naczyniach kapilarnych mózgu można by raczej 
łączyć z naczyniowym metabolizmem GSH. Stąd też koncepcję transportu aminokwa­
sów za pomocą y-GT zastępuje się obecnie hipotezą uwzględniającą udział tego enzy­
mu w procesach detoksyfikacji mózgu (szlak kwasu merkapturowego) i katabolizmie 
leukotrienów (LT) C4 [109]. Mimo to utrzymuje się nadal pogląd, że pewne substancje 
powstające w cyklu y-glutamylowym mogą pełnić funkcje regulatorowe w transporcie 
aminokwasów [114]. Do nich należy aminokwas 5-okso-L-prolina, który powstaje 
w tym cyklu i aktywuje odpowiednie systemy transportu aminokwasów typu B0-+ i A 
w błonie podstawnej komórek śródbłonka naczyń włosowatych mózgu [115]. We­
wnątrzkomórkowe stężenie 5-okso-L-proliny jest regulowane przez enzym 5-okso-L- 
prolinazę, który metabolizuje ten aminokwas do glutaminy. Ostatnio enzym ten został 
również odkryty w komórkach śródbłonka i perycytach naczyń włosowatych [116].
5.2.5.3. Hodowle komórkowe jako model do badań metabolizmu glutationu
w mózgu
Komórki mózgu różnią się między sobą zarówno pod względem morfologicznym, 
jak i metabolicznym. Dotychczasowe badania metabolizmu GSH w różnych typach 
komórek mózgu były prowadzone głównie na pierwotnych kulturach zawierających 
tylko jeden ich rodzaj i dotyczyły zwłaszcza astrocytów. Znacznie mniej jest dostęp­




Stężenie GSH w hodowanych astrocytach jest stosunkowo wysokie i wynosi od 
8 do 20 mM [38, 117]. Może ono jednak ulegać zmianom pod wpływem różnych 
czynników modulujących (tab. 1).
Stężenie GSH w hodowanych astrocytach obniża się pod wpływem inhibitora synteta- 
zy y-glutamylocysteinowej butioninosulfoksyiminy (BSO) oraz związków reagujących 
z GSH, takich jak kwas etakrynowy czy dietylomaleinian oraz czynników stresowych, 
takich jak głodzenie i niedokrwienie. Poziom GSH w astrocytach wzrasta po wprowa­
dzeniu do płynów hodowlanych prekursorów służących do jego syntezy, a także pod 
wpływem czynników zwiększających wychwyt cystyny [63] lub po inkubacji tych komó­
rek z induktorem syntezy tego peptydu - ditiolotionem anetolu (ADT) [75].
Astrocyty nie tylko gromadzą duże ilości GSH, ale także aktywnie go syntetyzują 
[64], W komórkach tych aktywność syntetazy y-glutamylocysteinowej jest znacznie 
wyższa niż w neuronach [104], Jak wcześniej wspomniano (podrozdział 5.2.5.1), bio­
synteza GSH jest regulowana na zasadzie negatywnego sprzężenia zwrotnego, co 
oznacza, że rozpoczęcie reakcji jest zależne od wewnątrzkomórkowego stężenia tego 
tripeptydu. Dlatego też badania nad potencjalnymi prekursorami GSH były prowadzo­
ne na hodowlach astrocytów, w których głodzeniem wywoływano niedobór tego pep­
tydu [37, 117]. W warunkach takich czynnikiem ograniczającym biosyntezę GSH oka­
zała się dostępność glutaminianu. Zamiast glutaminianu astrocyty mogą dodatkowo 
wykorzystywać do biosyntezy GSH również glutaminę, asparaginian, asparaginę, or- 
nitynę lub prolinę jako donory reszty glutaminianowej [37], Donorem cysteiny, drugie­
go podstawowego aminokwasu budującego cząsteczkę GSH, może być N-acety- 
locysteina (NAC), cystationina lub kwas 2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy (OTC). 
Funkcji takiej nie może natomiast pełnić metionina [118], Jednak najlepszym źródłem 
cysteiny dla astrocytów wydaje się cystyna [118, 119], natomiast reszta glicynowa 
może pochodzić z egzogennej glicyny lub seryny [120],
Czynniki modulujące stężenie GSH w hodowanych astrocytach
Tabela 1
Substancja Efekt Piśmiennictwo
Butioninosulfoksyimina (BSO) 4 Barker i współpr. [49], Dringen i Hamprecht [70]
Dietylomaleinian 4 Desagher i współpr. [73], Juurlink i współpr. [123], 
Yudkoffi współpr. [64]
Kwas etakrynowy 4 Huang i Philbert [124]
Alkohol etylowy 4 Montoliu i współpr. [125]
Ischemia 4 Juurlink i współpr. [126]
Tlenek azotu 4 Garcia-Nogales i współpr. [127]
Głodzenie 4 Dringen i Hamprecht [37], Dringen i współpr. [75]
ADT T Dringen i współpr. [75]
L-dopa T Han i współpr. [128]
y-Glu-Cys T Pileblad i współpr. [40]
Glutaminian T Dringen i Hamprecht [37]
OTC T Aschner i współpr. [129]
1,25-dilhydroksywitamina D3 t Garcion i współpr. [130]
t - wzrost, 4 - spadek
177
Oprócz aminokwasów komórki astrogleju mogą wykorzystywać również dipeptydy 
jako prekursory do syntezy GSH [117], Dipeptyd y-glutamylocysteina (y-Glu-Cys) jest 
wychwytywany przez astrocyty w stężeniach milimolowych i służy za bezpośredni 
substrat dla syntetazy glutationowej. W tym przypadku biosynteza GSH przebiega 
szybciej, gdyż pierwszy etap reakcji z udziałem syntetazy y-glutamylocysteinowej zo- 
staje pominięty [121], Drugi dipeptyd, cysteinyloglicyna (Cys-Gly), będący produktem 
rozpadu GSH pod wpływem y-GT, może być również wykorzystywany przez astrocy­
ty, nawet wtedy gdy znajduje się w płynach hodowlanych w stężeniach mikromolo- 
wych [121]. Za jego wychwyt odpowiedzialny jest transporter peptydowy PepT2 [122]. 
W cytozolu astrocytów Cys-Gly ulega rozpadowi, a uwolnione aminokwasy są wyko­
rzystywane do resyntezy GSH.
5.2.5.3.2. Neurony
W hodowlach in vitro neurony zawierają znacząco mniej GSH niż astrocyty [38, 
104, 131]. W tab. 2 przedstawiono wykaz substancji modulujących poziom GSH 
w neuronach.





















Müller i współpr. [132]
Wüllner i współpr. [46]
Wüllner i współpr. [46]
Almeida i współpr. [133]
Sagara [134]
Dringen i współpr. [135]
Sagara i współpr. [136], Kranich i współpr. [119] 
Pileblad i współpr. [40], Dringen i współpr. [135] 
Dringen i Hamprecht [137]
t - wzrost, 4 - spadek
Stężenie cysteiny i jej prekursorów w medium hodowlanym determinuje poziom 
GSH w tych komórkach. Neurony nie są zdolne do pobierania cystyny obecnej 
w większości płynów hodowlanych, są zatem zależne od dostępności cysteiny, która 
bardzo łatwo ulega utlenieniu do cystyny [119, 136], Oprócz zredukowanej cysteiny 
neurony mogą również korzystać z takich prekursorów, jak: cysteinyloglicyna (Cys- 
-Gly), y-glutamylocysteina (y-Glu-Cys) oraz N-acetylocysteina (NAC) [40, 121, 135, 
137]. Obecność OTC i metioniny nie podnosi poziomu GSH w neuronach mózgu 
[137]. W przeciwieństwie do cysteiny dostępność glutaminianu i glicyny nie ogranicza 
biosyntezy GSH w neuronach [135]. Stężenie GSH w hodowanych neuronach ulega 
obniżeniu pod wpływem BSO, p-amyloidu, agonistów receptorów glutaminianergicz- 




Oligodendrocyty są komórkami zawierającymi małą ilość GSH oraz wysokie stęże­
nie jonów żelaza [123, 138] i przypuszczalnie dlatego są bardzo podatne na uszkadza­
jące działanie wolnych rodników [139, 140], Komórki te w hodowli przeżywają tylko 
w obecność cysteiny lub cystyny, natomiast przy braku tych aminokwasów następuje 
spadek poziomu GSH i oligodendrocyty giną. Do śmierci tych komórek nie dochodzi 
w obecności zmiataczy wolnych rodników [140, 141] lub donora tlenku azotu o długim 
okresie półtrwania [142]. Toksyczne działania nadtlenku wodoru względem oligoden- 
drocytów może być częściowo znoszone podaniami NAC [143], Dane te wskazują, że 
udział GSH w detoksyfikacji wolnych rodników ma zasadnicze znaczenie dla przeży- 
walności oligodendrocytów w hodowlach.
5.2.5.3.4. Mikroglej
Komórki mikrogleju są nieodłącznym składnikiem hodowli astrocytów, w których 
stanowią mniejszość. Komórki te charakteryzują się największą zawartością GSH 
[144] i spośród różnych typów hodowanych komórek glejowych barwią się najbardziej 
intensywnie na obecność białka reduktazy glutationowej [91], Z pierwotnych kultur 
astrocytów wyprowadzono hodowle wtórne, w których komórki mikrogleju stanowiły 
od 80 do 90% wszystkich komórek. Takie specyficzne hodowle komórek mikroglejo- 
wych, w porównaniu z hodowlami neuronów i astrocytów, charakteryzowały się wyż­
szą aktywnością właściwą zarówno peroksydazy, jak i reduktazy glutationowej, nato­
miast niższą katalazy [145]. Komórki mikrogleju w odpowiedzi na aktywację uwal­
niają anionorodnik ponadtlenkowy [146] oraz tlenek azotu [147], czyli wykazują bez­
pośredni kontakt z tymi reaktywnymi cząsteczkami, które same generują. Dlatego też 
system glutationowy w komórkach mikrogleju może mieć zasadnicze znaczenie dla 
obrony przed tymi właśnie rodnikami. GSH reaguje bowiem bezpośrednio, nieenzy- 
matycznie zarówno z NO, jak i z anionorodnikiem ponadtlenkowym [65, 66, 67]. Jest 
on również, o czym była mowa wcześniej (podrozdział 5.2.2.1 i 5.2.4), donorem elek­
tronów w katalizowanej przez GPx reakcji redukcji nadtlenku wodoru i toksycznego 
nadtienoazotynu [148], powstającego spontanicznie w reakcji NO z anionorodnikiem 
ponadtlenkowym.
5.2.5.4. Interakcja metaboliczna między astrocytami a neuronami
Astrocyty syntetyzują, gromadzą i uwalniają GSH, dlatego też postuluje się, że są 
one komórkami dostarczającymi ten tripeptyd neuronom [64]. Istnienie metabolicznej 
interakcji między neuronami a astrocytami wydają się potwierdzać dane eksperymen­
talne [81, 135, 149], Te dwa typy komórek nie współzawodniczą o prekursory do syn­
tezy glutationu [119], jednakże dostępność cysteiny ma znaczący wpływ na stężenie 
tego peptydu w neuronach. Obecność astrocytów utrzymuje [39], a nawet podnosi 
poziom GSH w hodowanych neuronach, natomiast ich brak prowadzi do spadku jego 
stężenia w tych komórkach [135, 149]. Wyniki te sugerują, że co najmniej jeden pre­
kursor GSH musi być dostarczany przez astrocyty i ogranicza neuronalną biosyntezę 
GSH. Uwalnianie cysteiny przez astrocyty znajdujące się w płynie hodowlanym, za­
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wierającym cystynę, zostało opisane przez Sagara i współpracowników [136]. Jednak 
pochodzenie uwolnionej cysteiny jest wciąż przedmiotem kontrowersji. Gdyby cyste­
ina pochodziła z cystyny, w wyniku wewnątrzkomórkowej redukcji, jak sugeruje Saga­
ra i współpracownicy [136], oznaczałoby to, że proces jej uwalniania przebiega wbrew 
gradientowi sodowemu. Takie uwalnianie cysteiny zakłócałoby jej naturalny sposób 
wychwytu z otaczającego środowiska, który w warunkach fizjologicznych odbywa się 
między innymi drogą kotransportu z kationami sodu przy udziale specyficznych trans­
porterów aminokwasów i dipeptydów, a co za tym idzie uniemożliwiałoby wykorzy­
stanie tego aminokwasu w hodowlach w stężeniu mikromolowym jako prekursora do 
syntezy GSH [37], Dlatego też pojawienie się cysteiny w płynie hodowlanym, w któ­
rym utrzymywane są astrocyty, można by raczej tłumaczyć uwalnianiem i zewnątrz- 
komórkową hydrolizą GSH.
Bezpośredni transfer GSH z astrocytów do neuronów mógłby również tłumaczyć 
wzrost jego stężenia w neuronach znajdujących się we wspólnej hodowli, jednakże 
dotychczas nie wykazano bezpośredniego wychwytu przez neurony nienaruszonej 
cząsteczki tego peptydu [63]. Badania Dringena i współpracowników [135] prowadzo­
ne na hodowlach astrocytowo-neuronalnych wykazują, że dipeptyd Cys-Gly, powstają­
cy z zewnątrzkomórkowego GSH w reakcji katalizowanej przez y-GT, bardzo efek­
tywnie podnosi poziom GSH w hodowanych neuronach. Dipeptyd ten znacznie słabiej 
podnosi poziom GSH w hodowanych astrocytach, co oznacza, że jest on raczej specy­
ficznym prekursorem służącym do syntezy GSH w neuronach. Blokada aktywności y- 
GT przez specyficzny inhibitor aciwicynę, prowadzi do wybiórczego zahamowania 
wzrostu stężenia GSH w neuronach, nie wpływa natomiast na poziom GSH w astrocy­
tach. Badania te wyraźnie wskazują, że synteza GSH w neuronach zależy od uwolnio­
nego przez astrocyty GSH, z którego pod wpływem y-GT powstaje dipeptyd Cys-Gly 
stanowiący podstawowy prekursor do tej syntezy. Z badań tych wynika, że aktywność 
y-GT ma decydujące znaczenie w regulacji poziomu GSH w neuronach. Można zatem 
przypuszczać, że niska aktywności y-GT lub jej zahamowanie przez specyficzne czyn­
niki może prowadzić do zubożenia neuronalnej puli GSH, a w dalszej konsekwencji do 
osłabienia systemu obrony antyoksydacyjnej neuronów. Na ryc. 4 przedstawiono hi­
potetyczny schemat interakcji między astrocytem a neuronem w przebiegu metaboli­
zmu GSH.
Nie wiadomo, czy Cys-Gly ulega dalszej zewnątrzkomórkowej degradacji do skła­
dowych aminokwasów, czy też rozpad zachodzi dopiero po wychwycie tego dipeptydu 
przez neuron. Drugi produkt hydrolizy GSH, czyli reszta y-glutamylowa, jest przeno­
szona na akceptor, którym może być glutamina dostarczana przez astrocyty [150] lub 
cząsteczka wody. Glutamina jest prekursorem glutaminianu, niezbędnego substratu do 
syntezy GSH. Tak więc, astrocyty dostarczają neuronom oprócz Cys-Gly także gluta­
minę, czyli zapewniają komplet aminokwasów potrzebnych do biosyntezy GSH 
w neuronach.
Odkrycie interakcji metabolicznej między astrocytami a neuronami daje teoretyczne 
podstawy do opracowania metod modulacji stężenia GSH w neuronach. Jak wiadomo, 
stężenie GSH w astrocytach determinuje prędkość jego uwalniania [63]. Dlatego też 
terapie, które prowadziłyby do wzrostu poziomu GSH w astrocytach, równocześnie 
nasilałyby jego wypływ, a tym samym dostępność prekursorów do syntezy GSH 
w neuronach. Rola y-GT polega na regulacji zewnątrzkomórkowego stężenia GSH 
oraz poziomu Cys-Gly. Ekspresja tego enzymu pozostaje pod kontrolą wielu czynni­
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ków [151], które w różnych typach komórek nerwowych mogą również ulegać modu­
lacji, np. w astrocytach 1,25-dihydroksywitamina Dj podnosi aktywność y-GT [130, 
152]. Wzrost aktywności y-GT może prowadzić do zwiększenia stężenia Cys-Gly, 
a modulacja nieznanego jeszcze szlaku użytkowania tego dipeptydu przez neurony 
mogłaby mieć wpływ na stężenie GSH w neuronach.
Astrocyt Neuron
Ryc. 4. Hipotetyczny schemat interakcji astrocyt-neuron w przebiegu metabolizmu GSH. Astrocyty 
używają różnych egzogennych substratów do syntezy GSH. Uwolniony z astrocytu GSH jest substra- 
tem dla ektoenzymu y-GT. Cys-Gly powstająca pod wpływem y-GT służy jako prekursor neuronal- 
nego GSH. Glutamina (Gin) uwalniana przez astrocyt służy jako prekursor glutaminianu (Glu) 
potrzebnego do syntezy GSH. X - akceptor reszty y-glutamylowej przenoszonej przez y-GT 
z cząsteczki GSH. Nie wiadomo, czy hydroliza Cys-Gly, która ¡est przeznaczona do użytku 
wewnątrzneuronalnego, zachodzi w przestrzeni międzykomórkowej czy po jej wychwycie w neuro­
nie. Gly - glicyna; Cys - cysteina; Cys-Gly - cysteinyloglicyna; y-Glu-Cys - y-glutamylocysteina 
(wg Dringena [124] - zmodyfikowane)
5.3. Specyficzne funkcje zewnątrzkomórkowego glutationu w układzie 
nerwowym
Obecność GSH w mózgu w przestrzeni międzykomórkowej została potwierdzona 
w badaniach prowadzonych metodą mikrodializy [153, 154]. Jednakże, funkcja ze­
wnątrzkomórkowego GSH nie została jasno określona i wiele jej aspektów pozostaje 
w sferze domysłów. Dotychczas uważano, że GSH jest przede wszystkim komórko­
wym antyutleniaczem katalizującym reakcje z udziałem peroksydazy glutationowej. 
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Oprócz udziału w tej reakcji, w przestrzeni międzykomórkowej reaguje on z rodnikami 
hydroksylowymi i aldehydowymi produktami peroksydacji lipidów, chroniąc w ten 
sposób błony komórkowe przed ich atakiem. Zewnątrzkomórkowy GSH jako substrat 
y-GT prawdopodobnie służy również do detoksyfikacji glutaminianu, gdyż w warun­
kach eksperymentalnej ischemii obserwowano wzrost stężenia zewnątrzkomórkowego 
y-glutamyloglutaminianu oraz innych dipeptydów y-glutamylowych [155].
Badania ostatnich lat prowadzone w trzech niezależnych ośrodkach (Japonia, Ka­
nada, Finlandia) przy użyciu różnorodnych technik badawczych, obejmujących wiąza­
nie znakowanych ligandów, synaptyczne uwalnianie i wychwyt oraz pomiary elektrofi- 
zjologiczne sugerują, że GSH może pełnić w mózgu funkcję zarówno neuromodulatora 
jonotropowych receptorów glutaminianergicznych, jak i nowego neuroprzekaźnika 
[156, 157, 158],
5.3,1. Uwalnianie cysteiny i glutationu w mózgu
W układzie nerwowym przekazywanie sygnałów między komórkami odbywa się za 
pomocą specyficznych cząsteczek, czyli neuroprzekaźników i neuromodulatorów. Są 
one uwalniane w sposób kontrolowany z wewnątrzkomórkowych kompartmentów do 
przestrzeni międzykomórkowych, skąd oddziałują na sąsiadujące komórki. Po wpro­
wadzeniu do skrawków mózgu jonów potasu w stężeniu 50 mM dochodzi do depolary­
zacji błon komórkowych i wapniowozależnego uwalniania związków. Uwalnianie 
takie może odbywać się pod wpływem bezpośrednio działającego czynnika indukują­
cego depolaryzację lub w sposób pośredni, poprzez neuroaktywne substancje, uwol­
nione wcześniej na drodze depolaryzacji.
W kontekście tego rozumowania wykazano, że GSH występujący w mózgu 
w wysokim stężeniu od 1 do 3 mM na kilogram mokrej masy i w homogencie tkanko­
wym znajduje się zarówno we frakcji synaptosomalnej, jak i cytozolowej. Przy czym 
we frakcji synaptosomalnej około 35% znajduje się tylko w synaptosomach, 41% 
w mitochondriach, a 21% w mielinie. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie GSH jest 
więc zbliżone do dystrybucji w komórce pobudzających aminokwasów glutaminianu 
i asparaginianu [159]. Cysteina uważana za prekursora GSH jest uwalniana w różnych 
obszarach mózgu, tak jak glutaminian i glicyna, czyli aminokwasy pełniące funkcje 
neuroprzekaźników [160]. Podobnie GSH jest uwalniany ze skrawków mózgu pod 
wpływem depolaryzacji, indukowanej wysokim stężeniem potasu, w sposób zależny od 
jonów wapnia [161], Mechanizm tego uwalniania jak dotychczas nie został poznany. 
Fakt, że jest to proces zależny od obecności jonów Ca2+ sugeruje, iż może to być albo 
typowy mechanizm pęcherzykowy, charakterystyczny dla klasycznych neuroprzekaź­
ników lub też wypływ GSH zachodzi pośrednio pod kontrolą uwalnianego neuroprze­
kaźnika. W mózgu szczura zarówno cysteina, jak i GSH są najbardziej intensywnie 
uwalniane w śródmózgowiu, międzymózgowiu, korze, hipokampie i prążkowiu, 
a najsłabiej w rdzeniu przedłużonym, moście i móżdżku [162], W strukturach tych 
dochodzi do dwu- i trzykrotnego przekroczenia poziomu wypływu spoczynkowego, 
który wynosi kilka pikomoli na mg białka na minutę.
Badania prowadzone w skrawkach mózgu sugerują, że komórkami uwalniającymi 
GSH są neurony [161]. Z kolei badania na kulturach komórkowych, jak dotychczas, 
wskazują, że komórkami tymi są astrocyty [63, 64, 163], Poziom uwalnianego GSH 
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przez hodowane astrocyty początkowo szacowano na podstawie jego stężenia w płynie 
hodowlanym. Oceny te były jednak zaniżone, gdyż nie uwzględniały aktywności y-GT, 
tj. enzymu odpowiedzialnego za zewnątrzkomórkowy rozpad GSH. Gdy aktywność y- 
GT zostaje zahamowana przez specyficzny inhibitor aciwicynę, stężenie zewnątrzko- 
mórkowego GSH stopniowo wzrasta. Według obliczeń Dringena [98], wskaźnik uwal­
niania GSH wynosi 2,1 nmol/(godz. x mg białka). Jest on zbliżony do wartość 3,2 
nmol/(godz. x mg białka), tj. wskaźnika, który wcześniej obliczono [163] na podstawie 
kinetyki uwalniania tego peptydu z astrocytów [63]. Hodowane astrocyty uwalniają 
wciągu 1 godz. około 10% wewnątrzkomórkowej puli GSH [163], Równocześnie 
w komórkach tych odbywa się intensywna synteza tego peptydu. Biorąc po uwagę 
przytoczone powyżej wskaźniki uwalniania GSH, jak i 5-godzinny czas jego półtrwa- 
nia w astrocytach, należy sądzić, że uwalnianie GSH jest procesem zużywającym naj­
większe ilości tego peptydu. Tempo uwalniania GSH z astrocytów zależy od jego we­
wnątrzkomórkowego stężenia i przebiega zgodnie z kinetyką Michaelis-Menten [63], 
Jest ono częściowo hamowane przez preparaty rtęciowe, ale w przeciwieństwie do 
hepatocytów wątroby nie jest blokowane przez metioninę [98]. Wartość stałej KM dla 
wypływu GSH z hodowanych astrocytów wynosi 36 mM [63] i jest o rząd wielkości 
wyższa od tej, jaką obliczono dla wypływu GSH z hepatocytów [164]. Dane te wska­
zują, że w hepatocytach i astrocytach istnieją odmienne mechanizmy uwalniania GSH. 
Astrocyty uwalniają GSH głównie w formie zredukowanej, nie można jednak wyklu­
czyć, że komórki te są także zdolne do uwalniania formy utlenionej, czyli disiarczku 
(GSSG), jak to ma miejsce w przypadku innych tkanek.
5.3.2. Klasyfikacja receptorów glutaminianergicznych
Przyjmuje się, że receptory glutaminianergiczne (GluRs) odgrywają kluczową rolę 
w mechanizmach leżących u podstaw ważnych fizjologicznych funkcji mózgu, takich 
jak uczenie i pamięć [165]. Sądzi się również, że zaburzenia funkcji tych receptorów 
mogą być związane zarówno z ostrymi zaburzeniami neurologicznymi, takimi jak nie­
dokrwienne uszkodzenie mózgu, jak i z chronicznymi schorzeniami neurodegeneracyj- 
nymi, do których należy zaliczyć epilepsję, chorobę Parkinsona, Huntingtona 
i stwardnienie zanikowe boczne [16, 166]. Według najbardziej aktualnej klasyfikacji 
receptory glutaminianergiczne, ze względu na drogę, jaką przekazywany jest sygnał 
w układzie nerwowym, dzielą się na dwie klasy: jonotropowe i metabotropowe [167, 
168]. Integralną częścią jonotropowych receptorów glutaminianergicznych są kationo- 
specyficzne kanały jonowe. Aktywacja tych receptorów prowadzi do otwarcia kanałów 
jonowych, przez które odbywa się przepływ jonów zgodnie z gradientem stężenia. 
Farmakologiczny podział receptorów jonotropowych oparty jest na zróżnicowanej ich 
wrażliwości na egzogennego agonistę, kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA). 
W klasie jonotropowych receptorów glutaminianergicznych wyróżnia się receptory 
NMDA wrażliwe na tego agonistę oraz receptory niewrażliwe na NMDA, czyli tak 
zwane receptory nie-NMDA, do których należy zaliczyć receptory AMPA pobudzane 
przez kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy (AMPA) i recepto­
ry kainowe (KA) pobudzane przez kwas kainowy. Receptory NMDA są przepuszczal­
ne dla jonów Na+, Ca2+ i K+, natomiast AMPA i KA są przepuszczalne dla jonów Na 
i K+, a znacznie słabiej dla jonów Ca2*. Glutaminianergiczne receptory metabotropowe 
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są sprzężone z białkami G i funkcjonalnie są związane albo z obrotem fosforanu ino­
zytolu, albo z metabolizmem cyklicznych nukleotydów [168]. W klasie receptorów 
metabotropowych wyróżnia się trzy grupy. Grupa 1 (mGluRl i mGluR5) stymuluje 
powstanie 1,4,5-fosforanu inozytolu i diacyloglicerolu, natomiast grupy II (mGluR2 
mGluR3) i III (mGluR4, mGluR6-8) redukują poziom wewnątrzkomórkowego c-AMP 
i c-GMP.
5.3.3. Budowa receptora NMDA
Receptor NMDA jest kompleksem białkowym, którego integralną część stanowi 
kanał jonowy przepuszczalny dla jonów Na+, Ca2+ i K+. Jak wskazują najnowsze bada­
nia, receptor ten jest zbudowany z 4, a nie, jak sądzono wcześniej, 5 podjednostek 
[169]. W jego skład wchodzą dwie podstawowe podjednostki NMDAR1 oraz dwie 
modulujące podjednostki NMDAR2, przy czym podjednostka NMDAR2 zależnie od 
kodującego ją genu jest zróżnicowana na 4 typy (NMDAR2A, NMDAR2B, 
NMDAR2C, NMDAR2D). W kompleksie receptora NMDA można wyróżnić kilka 
miejsc wiążących ligandy: (ł) miejsce dla agonistów, takich jak glutaminian, asparagi- 
nian, NMDA, oraz antagonistów, takich jak AP-5 (kwas 2-amino-5-fosfono- 
walerianowy), CGS-19755 (kwas cis-4-fosfonometylo-2-piperydynokarboksylowy), 
CGP-37849 (kwas DL-(E)-2-amino-4-metylo-5-fosfono-3-walerianowy), AP-7 (kwas 
2-amino-7-fosfonoheptanowy), CPP (kwas 3-(2-karboksypiperazyno-4-ilo)propylo-l- 
-fosfonowy); (2) koagonistyczne miejsce wiążące glicynę i serynę; (3) miejsce wiążące 
Mg2+ wewnątrz kanału jonowego; (4) miejsce wiążące fencyklidynę (PCP) w kanale 
jonowym, do którego wiążąsię także MK.-801 i ketamina - związki o właściwościach 
antagonistycznych w stosunku do NMDA; (5) modulujące miejsce dla Zn2+; (6) miej­
sce poliaminowe oraz (7) miejsce wrażliwe na potencjał oksydoredukcyjny. Na ryc. 5 







Ryc. 5. Schemat receptora NMDA uwzględniający miejsca modulujące
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5.3.4. Dlaczego glutation może być modulatorem neurotransmisji glutaminia- 
nergicznej?
W skład cząsteczki GSH wchodzą trzy aminokwasy będące powszechnie znanymi 
neuroprzekaźnikami lub modulatorami transmisji glutaminianergicznej. Glutaminian 
jest agonistą wszystkich klas receptorów glutaminianergicznych, zarówno jonotropo- 
wych, jak i metabotropowych. Cząsteczka GSH mimo stosunkowo dużego rozmiaru 
i ograniczonej elastyczności, to jest właściwości, które mogą ograniczać jej zdolność 
do interakcji z receptorami lub białkami transporterowymi, wydaje się obiecującym 
ligandem dla miejsc wiążących glutaminian. Wolna cysteina jest neurotoksyną 
(p. rozdział 2), która może wywoływać nadaktywację receptorów NMDA w wieloraki 
sposób, między innymi poprzez redukcję funkcjonalnych grup hydrosulfidowych, two­
rzenie kompleksów z hamującymi jonami Zn2+ oraz poprzez podwyższenie poziomu 
kwasu cysteinosulfinowego, związku będącego agonistą receptora NMDA [170]. Cy­
steina jako składnik cząsteczki GSH jest całkowicie nietoksyczna, a co więcej GSH 
posiada właściwości neuroprotekcyjne. Mimo to GSH może nadal wpływać na stan 
redoks receptora NMDA przez wolną grupę hydrosulfidową. Z kolei glicyna, główny 
neuroprzekaźnik hamujący w rdzeniu kręgowym, jest koagonistą w kompleksie recep­
tora NMDA. Struktura chemiczna GSH wydaje się więc narzucać tej cząsteczce cha­
rakter związku neuroaktywnego, który może funkcjonować jako neuromodulator.
Modulowanie neurotransmisji glutaminianergicznej może odbywać się w następu­
jący sposób:
1. Reszta glutamylowa cząsteczki GSH może działać jako agonista lub kompety- 
cyjny antagonista receptorów glutaminianergicznych.
2. Reszta glicynowa może oddziaływać na koagonistyczne miejsce wiążące glicynę 
w kompleksie receptora NMDA.
3. Reszta cysteinowa może modulować wychwyt lub miejsca wiążące glutaminian 
na drodze bezpośredniej interakcji z funkcjonalnymi grupami tiolowymi białek trans­
porterowych lub receptorowych. Ponadto reszta ta może regulować poziom związków 
redoksowych, takich jak tlenek azotu i askorbinian, czy też może tworzyć kompleksy 
z hamującymi jonami metali, takimi jak Zn2+ i Mg2+ [156].
Glutation może wchodzić w interakcję z neurotransmisją glutaminianergiczną na 
następujących jej etapach: (1) uwalniania pobudzających aminokwasów; (2) wychwytu 
pobudzających aminokwasów przez neurony i komórki glejowe; (3) wiązania glutami- 
nianiu i jego selektywnych analogów do różnych receptorów glutaminianergicznych; 
(4) generowania wtórnych przekaźników oraz (5) uwalniania innych neuroprzekaźni- 
ków drogą aktywacji receptorów glutaminianergicznych.
5.3.5. Modulujący wpływ glutationu i jego pochodnych na wiązanie glutami­
nianu
Wpływ GSH i jego pochodnych na wiązanie znakowanego glutaminianu [3H]Glu 
badano in vitro w preparatach błon synaptycznych pochodzących z mózgu szczura [28, 
156, 171]. Znakowany glutaminian wiąże się z błonami zarówno w obecności, jak 
i pod nieobecność jonów Na+. Zarówno GSH, jak i GSSG hamują sodowozależne 
wiązanie [3H]Glu z błonami synaptycznymi w temperaturze 2°C i 30°C. Podobny efekt 
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hamujący wywołują dipeptydy glutamylowe, np. y-glutamylo-L-glutamina, y-glu- 
tamylo-L-alanina, y-glutamylotyrozyna, y-glutamylohistydyna i inne zawierające 
w swojej cząsteczce glutaminian jako wolną resztę aminową. Takiego efektu nie wy­
wołują natomiast związki, których grupa a-aminowa glutaminianu nie jest wolna, np. 
N-karbobenzoksylo-glutaminian czy kwas foliowy. Ponadto żaden ze związków zawie­
rających wolną grupę hydrosulfidową, takich jak 2-merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT) 
lub ditioeritritol, nie hamuje sodowozależnego wiązania [3H]Glu [156], Badania te 
wyraźnie wskazują, że obecność wolnej grupy a-aminowej, a nie hydrosulfidowej ma 
decydujący wpływ na hamowanie sodowozależnego wiązania [3H]Glu do błon synap­
tycznych przez te peptydy. Idąc tokiem tego rozumowania, również GSH i GSSG 
mogą wywoływać swoje efekty hamujące na wiązanie [3H]Glu poprzez wolną resztę 
y-glutamylową, a nie hydrosulfidową.
Wiele dowodów wskazuje, że zależne od Na+ wiązanie [3H]G1u odzwierciedla wy­
sokie powinowactwo i sodowozależny transport glutaminianu przez błony synaptyczne 
[172]. Badania te nasunęły więc przypuszczenie, że obie formy glutationu (GSH 
i GSSG) mogą modulować transmisję glutaminianergiczną poprzez hamowanie sodo­
wozależnego wychwytu glutaminianu ze szczeliny synaptycznej. Jednakże w warun­
kach fizjologicznych prawdopodobnie tylko glutation w formie zredukowanej wywiera 
taki efekt, gdyż stężenie GSSG jest bardzo niskie we wszystkich strukturach mózgu 
i wynosi mniej niż 1% całkowitej puli GSH. Ponadto, o czym była mowa wcześniej, 
endogenny GSH jest uwalniany w skrawkach mózgu pod wpływem depolaryzacji wy­
wołanej jonami K? na drodze wapniowozależnej, głównie w formie zredukowanej 
[161]. Stąd też można sobie wyobrazić, że GSH pochodzący z kompartmentu neuro- 
nalnego może stymulować neurotransmisję glutaminianergiczną przez hamowanie 
wychwytu glutaminianu. Wychwyt neuroprzekaźników ze szczeliny synaptycznej uwa­
żany jest bowiem za mechanizm inaktywacyjny w mózgu ssaków. Brak jest jednak 
bezpośrednich dowodów potwierdzających hamujący wpływ GSH na wychwyt gluta­
minianu.
5.3.6. Modulujący wpływ glutationu na receptor NMDA
Aby ocenić domniemany udział GSH oraz innych związków holowych w procesie 
otwierania kanału jonowego receptora NMDA, badano ich wpływ na wiązanie znako­
wanych ligandów do różnych miejsc wiążących w obrębie kompleksu tego receptora. 
Doświadczenia wykonano na preparatach błon synaptycznych pochodzących z mózgu 
szczura [173, 174]. W stężeniach mikromolowych GSH, jak i GSSG hamują wiązanie 
znakowanych, kompetycyjnych antagonistów NMDA [3H]CPP i [3H]CGP 39653 do 
miejsc rozpoznających neuroprzekaźnik w kompleksie tego receptora [28, 156, 175]. 
Oprócz glutationu, tak w formie zredukowanej, jak i utlenionej, również jego S-alky- 
lowe pochodne, takie jak np. S-metyloglutation, S-etyloglutation czy S-butyloglutation 
hamują wiązanie zarówno agonisty ([3H]G1u), jak i antagonisty ([3H]CPP) do miejsc 
rozpoznających neuroprzekaźnik [174], Wyniki te nasunęły przypuszczenie, iż GSH 
i jego S-alkylowe pochodne wiążą się do tych miejsc w sposób niezależny od reszty 
hydrosulfidowej.
Wpływ GSH i jego pochodnych na miejsca wiążące fencyklidynę w kanale jono­
wym receptora NMDA badano przy użyciu [H3]MK-801, niekompetycyjnego antago­
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nisty, który uzyskuje dostęp do swojego miejsca wiązania dopiero przy otwartym ka­
nale jonowym. GSH i jego pochodne w stężeniach niskich, poniżej 1 pM dawkozależ- 
nie potęgują [174], a w stężeniach wysokich obniżają wiązanie [H3]MK-801 do błon 
synaptycznych [173, 174]. Efekt ten jest więc dwufazowy. Aktywujący wpływ obu 
form glutationu na wiązanie [H’]MK-801 jest addytywny do efektu wywołanego przez 
glicynę. Antagoniści NMDA (CGP 39653, AP-5) oraz antagoniści miejsca glicynowe- 
go (kwas 7-chlorokinurenowy) zapobiegają aktywującemu działaniu GSH na wiązanie 
[H3]MK-801, natomiast agoniści NMDA są pozbawieni tego działania. Ani GSH, ani 
jego pochodne nie potęgują wiązania [H3]MK-801 w obecności glutaminianu. GSH 
wiąże się do miejsca w kanale jonowym receptora NMDA, podobnie jak do miejsca 
dla agonisty w tym receptorze poprzez wolną resztę y-glutamylową [28, 176],
Zarówno GSH, jak i GSSG w stężeniach powyżej 100 pm wypierają w niewielkim 
stopniu znakowaną glicynę oraz kwas 5,7-dichlorokinurenowy (antagonista) z wią- 
żących je miejsc w kompleksie receptora NMDA. Podobnie pochodne S-alkylowe 
GSH, lecz dopiero w wysokich stężeniach (1 mM), hamują wiązanie znakowanej gli­
cyny do jej miejsca wiążącego [174], Ponieważ powinowactwo koagonistycznego 
miejsca glicynowego do GSH i jego pochodnych jest słabo zaznaczone, przypuszcza 
się, że powyżej opisane efekty nie mają fizjologicznego znaczenia.
Nadal pozostaje przedmiotem dyskusji, czy wpływ glutationu (GSH i GSSG) na 
kompleks receptora NMDA ma charakter agonistyczny, czy też antagonistyczny [171, 
177]. Z jednej strony nasilone pod wpływem GSH wiązanie MK.-801 można interpre­
tować jako potwierdzenie działania agonistycznego tego peptydu [157], gdyż podobny 
efekt wywołują również agoniści NMDA. Z drugiej strony, hamujący wpływ GSH 
w stężeniach mikromolowych (od 100 do 300 pM) na indukowany podaniem NMDA 
napływ jonów wapnia do komórek ziarnistych mózgu, wskazuje na rolę antagonistycz- 
nątego peptydu [171], Ponieważ wpływ na prądy wapniowe lepiej odzwierciedla bio­
logiczną funkcję kompleksu receptora NMDA, a fizjologiczne stężenie zewnątrzko- 
mórkowego GSH waha się w granicach wartości mikromolowych, Oja i współpra­
cownicy [171] sugerują, że GSH jest antagonistą receptora NMDA. Koncepcja antago- 
nistycznego działania GSH jest ponadto spójna z neuroprotekcyjnym działaniem tego 
peptydu, zwłaszcza patrząc z punktu widzenia neurotoksyczności indukowanej przez 
NMDA [178].
Receptor NMDA jest wrażliwy na zmiany potencjału oksydoredukcyjnego środo­
wiska. Właściwość ta jest związana z budową receptora NMDA, gdyż białka podjed- 
nostek tworzących kanał jonowy tego receptora zawierają w swoim składzie cysteinę, 
która może wchodzić w reakcje z reduktorami komórkowymi, takimi jak GSH czy 
kwas askorbinowy. Otwieranie kanału jonowego tego receptora jest podwyższone 
w warunkach redukcji, a zahamowane w warunkach utleniania. Modulacja funkcji 
receptora NMDA poprzez wpływ na jego stan redoks jest procesem kompleksowym, 
obejmującym co najmniej trzy miejsca zewnątrzkomórkowe [179], Naturalny receptor 
NMDA oscyluje między stanem pełnej redukcji lub pełnego utlenienia. W warunkach 
eksperymentalnych disulfidowe substancje redukujące, np. ditiotreitol (DTT), potęgują, 
podczas gdy tiolowe związki utleniające, np. kwas 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesowy 
(DTNB), hamują funkcje tego receptora. DTT nasila napływ jonów wapnia zainicjo­
wany podaniem zarówno glutaminianu, jak i NMDA. Im wyższe stężenie glutaminia­
nu, tym silniejszy wpływ DTT na napływ jonów wapnia [180]. Fakt ten wskazuje, że 
w aktywowanym kompleksie receptora NMDA miejscem działania DTT jest dostępne 
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wiązanie disiarczkowe znajdujące się poza miejscem wiążącym glutaminian. Obie 
formy glutationu (GSH, GSSG) oraz ich pochodne nie wpływają na fizjologiczne prą­
dy wapniowe w hodowanych komórkach ziarnistych móżdżku, hamują one natomiast 
napływ jonów wapnia indukowany glutaminianem lub innymi agonistami glutaminia- 
nergicznymi [171, 174]. GSH osłabia również napływ jonów wapnia indukowany 
przez DTT i glutaminian. Takiego efektu nie wywołuje jednak cysteina [177]. Mecha­
nizm działania glutationu różni się więc od tego, jaki prezentuje DTT i cysteina. Jed­
nakże w zakresie wysokich, milimolowych stężeń również GSH wywołuje aktywację 
receptora NMDA poprzez zmianę jego stanu redoksowego [171], W stężeniach tych 
GSH, podobnie jak DTT, potęguje odpowiedzi na glutaminian, szczególnie w komór­
kach, w których receptory NMDA zbudowane są z podjednostek NMDAR1 
i NMDAR2A [181]. Modulacja ta nasila prądy wapniowe, których działanie może 
leżeć u podstaw zaburzonej aktywności synaptycznej w pewnych stanach patologicz­
nych.
5.3.7. Modulujący wpływ glutationu na receptory nie-NMDA
Zarówno GSH, jak i GSSG, w zakresie stężeń fizjologicznych, wypierają w sposób 
zależny od wysokości dawek trytowane ligandy [3H]AMPA i [3H]KA związane ze 
specyficznymi receptorami w preparatach błon synaptycznych, wyizolowanych 
z mózgu szczura [174], Obie formy glutationu wiążą się głównie do receptorów 
AMPA, natomiast ich powinowactwo do receptorów kainowych jest 25-30-krotnie 
niższe. Również S-alkylowe pochodne glutationu wiążą się z receptorami AMPA 
z powinowactwem w zakresie niskich wartości mikromolowych. Podobna skuteczność 
GSH i GSSG w wypieraniu AMPA z wiązania wskazuje, że miejsce redoksowe tego 
receptora nie odgrywa istotnej roli w tym procesie.
Nie jest wiadomo, czy mechanizm wypierania AMPA z wiązania ma charakter 
kompetycyjny, czy też niekompetycyjny. GSH i jego pochodne mają tendencję do 
istotnego obniżania zarówno wartości Bmax (gęstość miejsc wiązania z receptorem), jak 
i Kd (stała dysocjacji) receptora AMPA. Stąd też mechanizm hamowania wiązania 
AMPA przez GSH jest najwyraźniej bardziej złożony i może polegać na allosterycznej 
modulacji tego receptora. Glutation nie działa jako agonista receptora AMPA, gdyż 
depolaryzacja wywołana jego podaniem na skrawki korowe mózgu nie jest antagoni­
zowana przez związek 6,7-dinitrochinoksalino-2-3-dion (DNQX), będący antagonistą 
receptorów nie-NMDA [158], W świetle tych danych wydaje się, że GSH w stężeniach 
fizjologicznych wypiera glutaminian głównie z klasy receptorów AMPA w sposób 
allosteryczny przy udziale reszty y-glutamylowej. Efekt ten może odgrywać pewną rolę 
w precyzyjnym regulowaniu neurotransmisji glutaminianergicznej poprzez skracanie 
czasu trwania prądów jonowych, w których powstaniu pośredniczy receptor AMPA. 
Receptory AMPA i NMDA są zlokalizowane w bezpośrednim sąsiedztwie w błonach 
postsynaptycznych i wzajemnie współdziałają. Receptor NMDA ulega aktywacji przez 
kwas glutaminowy dopiero przy odpowiednio intensywnej stymulacji receptorów 
AMPA i napływie do wnętrza neuronu pozytywnie naładowanych jonów Na+, co ni­
weluje zależny od potencjału blok magnezowy [167], Stąd też równoczesne uwalnianie 
glutaminianu i GSH z zakończeń nerwowych [35] może mieć głębokie konsekwencje 
dla transmisji synaptycznej. Na ryc. 6 przedstawiono hipotetyczny model działania 














Ryc. 6. Hipotetyczny model synaptycznego działania GSH. W części presynaptycznej znajduje 
się glutaminian (GLU) i glutation (GSH). Zakończenie presynaptyczne jest podzielone, aby zazna­
czyć, że GSH może znajdować się w tym samym zakończeniu co Glu lub w odrębnym. W części 
postsynaptycznej znajdują się receptory glutaminianergiczne (NMDA i AMPA), jak również recep­
tory glutationowe (GSH-R). Strzałki wskazują kierunki działania uwalnianego Glu (linia przerywana) 
i GSH (linia ciągła). Glutaminian aktywuje receptory NMDA i AMPA. GSH działa bezpośrednio na 
własne receptory znajdujące się na neuronach i astrocytach, jak i na różne miejsca wiążące w kom­
pleksie receptora NMDA, w tym także na miejsce wrażliwe na potencjał oksydoredukcyjny (S-S). 
Przedstawiony schemat wskazuje na zawiłość interakcji pomiędzy neuroprzekaźnikami, gdy gluta­
minian i GSH są lokalnie uwalniane. Dodatkowym czynnikiem wpływającym na złożoność tych 
procesów jest enzymatyczny rozpad GSH w synapsie do składowych aminokwasów (glutaminian, 
cysteina, glicyna), które indywidualnie mogą wpływać na funkcję receptorów glutaminianergicznych. 
L - niskie stężenie GSH, H - wysokie. IP3 - trójfosforan inozytolu (wg Janaky i wsp. [30], zmody­
fikowano)
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GSH w stężeniach mikromolowych, po wywołaniu depolaryzacji przypuszczalnie 
drogą aktywacji własnych receptorów glutationowych (p. podrozdział 5.3.8), może 
hamować szybki potencjał depolaryzacyjny wywołany działaniem glutaminianu na 
receptory AMPA, blokując w sposób pośredni napięciowozależne otwieranie kanału 
jonowego sąsiadującego receptora NMDA. Równoczesne uwalnianie glutaminianu 
i GSH zgodnie z hipotezą proponowaną przez Janaky i współpracowników [28] pro­
wadziłoby zatem do kaskady zdarzeń, które umożliwiają receptorom harmonijną reak­
tywację w krótkim czasie.
5.3.8. Obecność i charakterystyka miejsc wiążących giutation
Badania receptorowe z użyciem trytowanego glutationu [H3]GSH wykazały istnie­
nie w układzie nerwowym miejsc o wysokim powinowactwie zarówno do glutationu, 
jak i jego pochodnych [27, 28, 177, 182, 183], Miejsca te zostały zidentyfikowane po 
raz pierwszy w błonach synaptycznych pochodzących z mózgu szczura przez badaczy 
japońskich Ogitę i Yonedę w 1987 roku. Od tego momentu coraz wyraźniej sugeruje 
się, że są one odrębnymi typami receptorów, do których GSH wiąże się resztą cystei- 
lową w stężeniach nano- do mikromolowych [28, 176]. Miejsca te są całkowicie od­
mienne od wszystkich znanych receptorów dla pobudzających aminokwasów, przy 
czym GSH nie jest z nich wypierany ani przez agonistów, ani antagonistów zarówno 
jonotropowych, jak i metabotropowych receptorów glutaminianergicznych. Giutation 
jest natomiast wypierany z tych miejsc w zakresie stężeń mikromolowych przez związ­
ki siarki, takie jak GSSG, S-nitrozoglutation, y-glutamylocysteinę, cysteiloglicynę, 
cysteinę i nieco mniej efektywnie przez ditiotreitol, sulfonian glutationu oraz pochodne 
S-alkylowe glutationu [28, 177].
Podobnie jak receptor NMDA, miejsca wiążące GSH posiadają jedno lub więcej 
miejsc koagonistycznych do allosterycznej modulacji. Miejsca te wydają się sprzężone 
z kanałem sodowym, gdyż duży, szybki potencjał depolaryzacyjny wywołany poda­
niem GSH na skrawki korowe zanika, gdy w środowisku brakuje jonów sodu. Niedo­
bór wapnia, jak również antagoniści receptorów NMDA i AMPA nie wpływają na 
wartość tego potencjału [158], W układzie nerwowym obecność miejsc wiążących 
[H3]GSH wykazano w następujących strukturach: siatkówka, podwzgórze, prążkowie, 
rdzeń kręgowy, śródmózgowie, most, hipokamp, móżdżek i kora mózgowa [158], 
Część tych miejsc znajduje się na powierzchni astrocytów, oligodendrocytów oraz 
komórek mikrogleju. Podanie GSH do płynu hodowlanego, w którym znajdują się 
astrocyty wywołuje w tych komórkach wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia trifos- 
foranu inozytolu. Fakt ten potwierdza istnienie w błonie komórkowej astrocytów re­
ceptorów dla GSH, jak również sugeruje, że są one sprzężone z fosfolipazą C [27, 
182], Ostateczne potwierdzenie istnienia receptora glutationowego będzie możliwe 
w momencie wyizolowania go i sklonowania.
5.3.9. Obecność i rola S-nitrozoglutationu (GSNO) w mózgu
Tlenek azotu odgrywa bardzo ważną rolę w wielu fizjologicznych procesach, w tym 
w regulacji ciśnienia krwi, w hamowaniu agregacji płytek krwi oraz w modulowaniu 
odporności i stanów zapalnych. W centralnym układzie nerwowym (CUN) NO działa 
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jako przekaźnik neuronalny, co ma duże znaczenie dla takich procesów, jak plastycz­
ność neuronalna czy neurotoksyczność [184]. NO nie działa jak konwencjonalny neu- 
roprzekaźnik, gdyż jako gaz łatwo dyfunduje przez błony komórkowe. Nie może być 
magazynowany w pęcherzykach synaptycznych ani też nie może być uwalniany na 
drodze egzocytozy. Chociaż pobudzenie receptora NMDA indukuje uwalnianie NO 
z komórek korowych, to, jak do tej pory, nie wiadomo, w jakiej formie redoksowej NO 
jest dostarczany, transportowany, a następnie przechowywany w centralnym systemie 
nerwowym. NO wykazuje bardzo silną reaktywność w stosunku do tioli komórkowych 
i tworzy z GSH S-nitrozoglutation (GSNO), a z cysteiną S-nitrozocysteinę. Fizjolo­
giczne stężenie GSNO w móżdżku wynosi 6 do 7 pM [185] i jest porównywalne ze 
stężeniem w surowicy krwi i w drogach oddechowych. Wartość stężenia GSNO 
w móżdżku stanowi zaledwie znikomą część (od 0,3 do 0,6%) tkankowego stężenia 
GSH w mózgu (1 do 3 mM). Wartość ta jest natomiast zbliżona do zewnątrzkomórko- 
wego stężenia tego peptydu w mózgu (p. podrozdział 5.2.2). Inkubacja skrawków mó­
zgu z NMDA podnosi czterokrotnie poziom GSNO w tkance mózgowej.
Fizjologiczne znaczenie S-nitrozotioli w CUN nie jest znane. GSNO jest zarówno 
donorem NO, jak i najsilniejszym aktywatorem cyklazy guanylowej [184]. Nie jest 
dotychczas wyjaśnione, czy endogenny GSNO per se aktywuje cyklazę guanylową, 
czy też aktywacja tego enzymu odbywa się poprzez uwolniony z GSNO rodnik tlenku 
azotu. Obecność specyficznych miejsc wiążących dla znakowanego [3H]GSNO [186] 
przemawia na korzyść pierwszej możliwości, co oznacza, że endogenny GSNO może 
wiązać się z błonami komórek docelowych i sam wywoływać aktywację. W odniesie­
niu do drugiej możliwości, GSNO może być bardziej stabilnym nośnikiem rodnika 
tlenku azotu, który swobodnie przechodzi przez błony komórkowe i działa aktywująco 
na cytozolową cyklazę guanylową w komórkach docelowych. GSNO może także brać 
udział w reakcjach S-nitrozylacji grup hydrosulfidowych białek o kluczowym znacze­
niu dla komórki, takich jak ważne enzymy czy też receptory [187]. Ostatnio wykazano 
również, że GSNO ma bardzo silne właściwości antyoksydacyjne [188, 189] (p. roz­
dział 9).
5.4. Glutation a choroby neurologiczne
5.4.1. Schorzenia neurologiczne związane z glutationem
W piśmiennictwie ostatnich lat coraz więcej danych wskazuje na istnienie pozy­
tywnej korelacji pomiędzy schorzeniami neurologicznymi a zmianami w stężeniu GSH. 
łJ pacjentów z wrodzonym deficytem syntetazy glutationowej stwierdzono opóźnienie 
umysłowe, spastyczny paraliż kończyn i różne formy uszkodzeń mózgu. Z kolei u pa­
cjentów z deficytem syntetazy y-glutamylocysteinowej obserwowano uszkodzenia 
móżdżkowo-rdzeniowe, brak odruchów kończyn dolnych oraz ataksję [30]. Badania 
post mortem prowadzone u ludzi ujawniają, że poziom GSH w substancji czarnej spa­
da w przebiegu fizjologicznego procesu starzenia, jednak spadek ten jest najbardziej 
wyrazisty u pacjentów cierpiących na chorobę Parkinsona [3, 4, 190], Najnowsze ba­
dania sugerują, że niedobór GSH lub zaburzenia jego metabolizmu mają również ścisły 
związek z takimi schorzeniami neurodegeneracyjnymi, jak stwardnienie zanikowe 
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boczne (ALS - amyotrophic lateral sclerosis) i choroba Alzheimera [16, 191]. Symp­
tomy neuropsychiatryczne związane z nieprawidłowym funkcjonowaniem receptorów 
glutaminianergicznych mogą mieć również coś wspólnego z neurologicznymi niepra­
widłowościami wynikającymi ze zmian w poziomie GSH. Ostatnio wykazano, że zabu­
rzenia w schizofrenii mogą być związane z niskim stężeniem GSH w korze przedczo- 
łowej [192].
Poziom GSH ulega drastycznemu obniżeniu podczas drgawek w ekspery­
mentalnych modelach epilepsji [193] oraz u genetycznie zmodyfikowanych myszy 
epileptycznych [194]. Drgawki rozwijają się również jako następstwo niedoboru GSH 
u dorosłych szczurów, którym podawano BSO [195],
5.4.2. Rola glutationu w schizofrenii
Schizofrenia jest psychozą endogenną charakteryzującą się szeregiem symptomów, 
które klasycznie dzielone są na objawy pozytywne (wytwórcze), takie jak formalne 
zaburzenia myślenia, deluzje, halucynacje oraz negatywne (deficytowe) obejmujące 
zaburzenia funkcji kognitywnych, socjalnych, motywacyjnych oraz zaburzenia afektu. 
Schizofrenia jest chorobą o nieznanej patofizjologii i etiologii. Podłoże biologiczne 
tego schorzenia próbuje się wyjaśniać, opierając się na dwóch głównych hipotezach - 
dopaminowej i glutaminianergicznej, z których żadna przy obecnym stanie wiedzy nie 
pozwala w pełni na ustalenie przyczyn tej choroby. Dowody wskazujące na dysfunkcję 
systemu dopaminowego uwzględniają antypsychotyczne działanie antagonistów dopa- 
minowych oraz indukujące psychozy działanie agonistów [196]. Hipoteza hipofunkcji 
glutaminianergicznej oparta jest na fakcie, że fencyklidyna (PCP) oraz inni niekompe- 
tycyjni antagoniści receptora NMDA wywołują psychozy przypominające schizofrenię 
[197, 198],
Coraz więcej dowodów wskazuje, że w schizofrenii oprócz zmian w układach neu- 
rotransmisyjnych dochodzi również do zaburzeń w systemie antyoksydacyjnej obrony 
i do wzrostu uszkodzeń wywołanych toksycznym działaniem reaktywnych form tlenu 
[199]. U nieleczonych pacjentów z pierwszymi epizodami choroby opisano obniżoną 
aktywność jednego z głównych enzymów antyoksydacyjnych - dysmutazy ponadtlen- 
kowej - w krwinkach czerwonych [200]. W innych badaniach prowadzonych w grupie 
pacjentów z pierwszymi objawami psychoz zaobserwowano podwyższony poziom 
nadtlenków lipidów oraz obniżoną aktywność peroksydazy glutationowej w osoczu 
[201], Ostatnio Do i współpracownicy [192] stwierdzili metodami HPLC i spektrome­
trii masowej, że poziom GSH w płynie mózgowo-rdzeniowym u nieleczonych pacjen­
tów z objawami schizofrenii jest o 27% niższy niż w grupie kontrolnej. U tych samych 
pacjentów równocześnie stwierdzono metodą jądrowego rezonansu magnetycznego 
52% spadek poziomu GSH w korze prefrontalnej. W badaniach przeprowadzonych na 
innej grupie chorych na schizofrenię ci sami autorzy [202] wykazali również, że po­
ziom dipeptydu y-glutamyloglutaminy (y-Glu-Gln), który w większości powstaje 
z GSH przy udziale y-GT, jest wyraźnie obniżony w płynie mózgowo-rdzeniowym 
w porównaniu z osobnikami kontrolnymi. Według Do i współpracowników [192], 
niedobór GSH może być przyczyną patofizjologicznych zmian w schizofrenii. Deficyt 
ten nie jest następstwem działania neuroleptyków, gdyż badania zostały wykonane 
u pacjentów, którym wcześniej nie podawano tych leków. Autorzy ci sądzą również, że 
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jest mało prawdopodobne, aby deficyt GSH był spowodowany niespecyficznymi zmia­
nami neurodegeneracyjnymi, takimi jakie mają miejsce np. w chorobie Parkinsona lub 
Alzheimera. Wniosek ten wysuwają z faktu, że spadek w stężeniu GSH w płynie mó­
zgowo-rdzeniowym i korze prefrontalnej nie ma związku ani z długością okresu trwa­
nia choroby, ani z wiekiem pacjentów. Deficyt ten mógłby być raczej związany 
z genetycznie uwarunkowanym brakiem enzymów biorących udział w metabolizmie 
GSH lub z osłabieniem ich funkcji. Faktycznie u chorych na schizofrenię stwierdzano 
obniżoną aktywność peroksydazy glutationowej w erytrocytach i płytkach krwi [203].
Powyżej opisane badania stanowią podwaliny nowej hipotezy, która usiłuje tłuma­
czyć zmiany obserwowane w schizofrenii mechanizmem glutationowym [185, 192]. 
Nadrzędnym celem tej hipotezy jest połączenie w jedną całość wielu biologicznych 
aspektów tej choroby. Zgodnie z założeniami tej hipotezy deficyt GSH w pewnych 
obszarach mózgu prowadzi do czterech istotnych następstw:
1. GSH dzięki obecności aktywnej grupy hydrosulfidowej bierze udział w reduko­
waniu wolnych rodników powstających między innymi podczas katabolizmu dopaminy 
[204], Toksyczność dopaminy została udowodniona eksperymentalnie. Rabinovic 
i Hastings [205] wykazali, że doprążkowiowe podanie dopaminy wywołuje wzrost 
ilości reaktywnych metabolitów, spadek poziomu endogennego GSH i degenerację 
zakończeń nerwowych zawierających hydroksylazę tyrozynową. Efekt ten był nasilany, 
gdy podaniom dopaminy towarzyszyło zahamowanie syntezy GSH, natomiast osłabia­
ny, gdy równocześnie z dopaminąpodawano GSH.
Liczne dowody wskazują, że w schizofrenii dochodzi do dysfunkcji kory przed- 
czołowej. Dysfunkcja ta jest prawdopodobnie odpowiedzialna za upośledzone wyko­
nanie przez chorych złożonych zadań psychologicznych, a w szczególności za niepra­
widłowe funkcjonowanie procesów pamięci operacyjnej, co przez niektórych badaczy 
uważane jest za najistotniejszy defekt neuropsychologiczny w tej chorobie [206], Na­
silenie zaburzeń strukturalnych i czynnościowych kory przedczołowej wykazuje zwią­
zek z objawami negatywnymi schizofrenii [207]. Według Goldman-Rakic i jej współ­
pracowników [208, 209], którzy opisali wyspecjalizowaną, synaptyczną architektonikę 
kory przedczołowej, kolce dendrytyczne neuronów piramidowych są celem zarówno 
dla oddziaływań dopaminy, jak i glutaminianu. Ta synaptyczna organizacja jest nie­
zwykle ważna dla przedstawionych poniżej rozważań.
Deficyt GSH obserwowany w korze przedczołowej u chorych na schizofrenię przy­
czynia się do osłabienia systemu anty oksydacyjnej obrony i sprzyja uszkadzającym 
działaniom wolnych rodników. Wydaje się, że toksyczne działanie metabolitów dopa­
miny może ograniczać się do mikrośrodowiska zakończeń dopaminowych unerwiają­
cych korę [206], prowadząc raczej do degeneracji kolców dendrytycznych i dendrytów 
niż samych neuronów. To założenie hipotezy glutationowej jest zgodne z pośmiertnie 
wykonaną analizą histologiczną kory przedczołowej schizofreników, która ujawniła 
zwiększoną gęstość neuronów, wskazującą na redukcję neuropilu [210], W innych 
badaniach histologicznych faktycznie wykazano, że u chorych na schizofrenię w ko­
rach czołowej i skroniowej dochodzi do zmniejszenia się ilości kolców dendrytycznych 
na neuronach piramidowych [211, 212]. Poza tym indukowana deficytem GSH dege­
neracja kolców dendrytycznych może tłumaczyć obserwowany w schizofrenii spadek 
ilości receptorów dopaminowych D| [213], które między innymi są tam zlokalizowane.
Hipoteza ta również sugeruje, że niedobór GSH i/lub związanych z nim enzymów 
w czasie rozwoju zarodkowego mógłby stanowić poważny czynnik ryzyka w tej cho-
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robie. Deficyt ten połączony z czynnikami środowiskowymi, takimi jak np. stres, który 
indukuje uwalnianie dopaminy, a co za tym idzie nasila produkcję wolnych rodników, 
mógłby prowadzić zarówno do degeneracji kolców dendrytycznych, jak i do zaburzeń 
cytoarchitektonicznych, czyli do powstania nieprawidłowych połączeń między neuro­
nami. Gdyby założenie to okazało się słuszne, oznaczałoby, że deficyt GSH ma zwią­
zek z zaburzeniami rozwoju mózgu. Zgodnie z neurorozwojową koncepcją schizofre­
nii, nieprawidłowości w łączności międzyneuronalnej mogą być odpowiedzialne za 
pewne symptomy tej choroby, takie jak zaburzenia funkcji kognitywnych i percepcyj- 
nych [214],
2. GSH uwalniany do przestrzeni międzykomórkowych w korze [161] może funk­
cjonować, jak wskazują ostatnie badania, zarówno jako modulator receptorów gluta- 
minianergicznych, jak i neuroprzekaźnik działający przez własne receptory [18]. Może 
on potęgować odpowiedź receptorów NMDA na glutaminian, działając albo na modu­
lujące miejsca redoksowe [215] lub wiążące cynk (Zn+2) w kanale receptora NMDA. 
Przy niskim poziomie GSH aktywacja receptorów NMDA może nie być dostateczna. 
Pewne symptomy schizofrenii można by wiązać z brakiem właściwej stymulacji re­
ceptorów NMDA, podobnie jak objawy psychotyczne wywoływane podaniem fency- 
klidyny lub antagonistów receptorów NMDA.
3. Spadek poziomu GSH w korze przedczołowej może również sprzyjać neurotok- 
sycznemu działaniu NO, ponieważ rodnik ten nie będzie dostatecznie wychwytywany 
i magazynowany w formie S-nitrozoglutationu (GSNO) i w reakcji z anionorodnikiem 
ponadtlenkowym ulegać będzie przekształceniu w toksyczny jon nadtlenoazotynowy.
4. Obniżenie poziomu y-glutamyloglutaminy (y-Glu-GIn) w płynie mózgowo- 
-rdzeniowym można również wiązać z niedoborem GSH. Opisana ostatnio przez Drin- 
gena i współpracowników [135] interakcja metaboliczna między astrocytami a neuro­
nami wskazuje, że astrocyty dostarczają neuronom Cys-Gly. Dipeptyd ten powstaje 
w przestrzeni międzykomórkowej z GSH przy udziale y-GT i służy jako prekursor do 
syntezy GSH w neuronach. Równocześnie uwolniona podczas rozpadu GSH reszta y- 
glutamylowa zostaje przeniesiona na glutaminę, do której y-GT ma bardzo wysokie 
powinowactwo, i powstaje y-Glu-Gln. Jednym z mechanizmów spadku poziomu GSH 
mógłby być wzrost aktywności y-GT. Jednakże obserwowany spadek poziomu y-Glu- 
Gln [202] przeczy temu przypuszczeniu.
Podsumowując, deficyt GSH i związanych z jego metabolizmem enzymów może 
odgrywać istotną rolę w patofizjologii schizofrenii i może stanowić poważny czynnik 
ryzyka w tym schorzeniu lub w pewnych jego formach.
5.4.3. Związek między niedoborem glutationu a procesem neurodegeneracyj- 
nym
Aby udowodnić istnienie zależności między deficytem GSH a procesem neurode- 
generacyjnym, przeprowadzono szereg eksperymentów na zwierzętach, u których 
środkami farmakologicznymi indukowano niedobór tego peptydu. W badaniach tych 
wykazano, że zarówno ostre [216, 217], jak i chroniczne [218], dokomorowe podania 
nieodwracalnego inhibitora syntetazy y-glutamylocysteinowej - butioninosulfoksyimi- 
ny (BSO) - obniżały, zależnie od stosowanych dawek, poziom GSH w prążkowiu 
i substancji czarnej. Jednakże ilość komórek dopaminowych, barwiących się na obec­
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ność hydroksylazy tyrozynowej, nie ulegała zmianom pod wpływem 28-dniowych 
dokomorowych podań tego inhibitora [218]. Wynik ten sugeruje, że sam niedobór 
GSH nie jest przyczyną uszkodzenia szlaku czarnoprążkowiowego w chorobie Parkin­
sona, może natomiast zwiększać wrażliwość neuronów dopaminowych na działanie 
endo- lub egzogennych toksyn. 1 tak wykazano, że BSO nasila neurodegeneracyjną 
aktywność znanych, modelowych toksyn o proparkinsonowskim profilu działania, 
takich jak: l-metylo-4-fenylopirydyny (MPP+) [20] oraz 6-hydroksydopaminy [21] 
w substancji czarnej myszy. Z drugiej strony, w badaniach prowadzonych na myszach 
transgenicznych ze zwiększoną ekspresją ludzkiego genu peroksydazy glutationowej 
(GPx), wykazano osłabienie neurotoksycznego działania 6-OHDA [219], Dane te po­
twierdzają znaczącą rolę GSH i związanego z nim enzymu (GPx) w usuwaniu RFT. 
Badania histologiczne wykazały również, że deficyt GSH w komórkach jest przyczyną 
uszkodzeń mitochondriów [18, 25]. Z kolei wyniki badań na hodowlach neuronalnych 
sugerują, że niedobór GSH może być czynnikiem indukującym śmierć komórki na 
drodze apoptozy lub nekrozy [220],
Wszystkie powyżej wspomniane dane eksperymentalne sugerują istnienie związku 
przyczynowo-skutkowego między niedoborem GSH a procesem neurodegeneracyj- 
nym. Nie są jednak znane zarówno czynniki odpowiedzialne za spadek poziomu GSH 
w chorobie Parkinsona, jak i mechanizmy prowadzące do śmierci komórek dopamino­
wych. Aktualne koncepcje patogenezy choroby Parkinsona wiązane są z produkcją 
wolnych rodników i stresem oksydacyjnym. Hipotetyczny mechanizm prowadzący do 
uszkodzenia neuronów dopaminowych w tej chorobie, uwzględniający oprócz wolnych 
rodników także udział GSH, zostanie przedstawiony w następnych podrozdziałach.
5.4.4. Stres oksydacyjny a choroba Parkinsona
Stres oksydacyjny łączony jest z patomechanizmem choroby Parkinsona ze względu 
na wyjątkowe właściwości neuronów dopaminowych substancji czarnej. Komórki te 
charakteryzują się wysokim stężeniem dopaminy i znaczną aktywnością monoamino- 
oksydazy (MAO). MAO katalizuje oksydacyjną deaminację dopaminy w ciałach neu­
ronów dopaminowych substancji czarnej oraz w ich zakończeniach wprążkowiu. 
W procesie tym powstaje aldehyd 3,4-dihydroksyfenylooctowy, amoniak i nadtlenek 
wodoru (reakcja 1).
Dopamina + H2O + O2 ——►aldehyd 3,4-dihydroksyfenylooctowy + NH3 + H2O2
Z reakcji tej wynika, że obrót dopaminy związany jest z generowaniem potencjalnej 
toksyny, czyli nadtlenku wodoru.
Dopamina może być również utleniana na drodze nieenzymatycznej reakcji, tzw. 
autooksydacji, w wyniku której powstają chinony, semichinony [11] oraz nadtlenek 
wodoru i rodniki tlenowe. Wszystkie produkty tej reakcji mogą być toksyczne dla ko­
mórki. Dlatego autooksydację uważa się za jeden z mechanizmów mogących prowa­
dzić do degeneracji neuronów w chorobie Parkinsona. Ponadto komórki dopaminowe 
gromadzą niebezpieczne jony żelaza oraz zawierają neuromelaninę powstającą również 
w wyniku autooksydacji dopaminy i stanowiącą przypuszczalnie dodatkowe źródło 
wolnych rodników [15], Wydaje się, że każdy z czynników, który prowadzi do zabu­
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rzonej równowagi oksydacyjno-redukcyjnej w komórkach, może sprzyjać procesowi 
neurodegeneracyjnemu, jaki zachodzi w przebiegu choroby Parkinsona.
5.4.5. Glutation w chorobie Parkinsona i jej zwierzęcych modelach
Obecnie proponowane są dwie hipotezy wyjaśniające mechanizm leżący u podstaw 
neurodegeneracji neuronów dopaminowych istoty czarnej w chorobie Parkinsona. 
Pierwsza z nich zakłada tworzenie się wysoce reaktywnych form tlenu, które mogą 
prowadzić do uszkodzeń neuronów w przypadku, gdy równowaga między procesami 
oksydacyjno-redukcyjnymi zostaje przesunięta w kierunku reakcji utleniania (tzw. 
zjawisko oksydacyjnego stresu) [221], Druga z hipotez - nieco nowsza - przyjmuje, że 
mechanizmem prowadzącym do neurodegeneracji jest osłabienie aktywności mito- 
chondrialnej, której konsekwencją jest zmniejszona produkcja energii i zmiany 
w metabolizmie neuronalnym [222]. W aspekcie obu tych hipotez można rozważać 
rolę GSH.
W chorobie Parkinsona jedną z bardziej charakterystycznych zmian biochemicznych, 
oprócz deficytu dopaminy, jest masowa utrata zredukowanego GSH w istocie czarnej [3, 
4, 223]. Jak wykazano w porównawczych badaniach biochemicznych, prowadzonych 
pośmiertnie na mózgach pacjentów parkinsoników, zmiana w stężeniu GSH ograniczona 
jest tylko do tego rejonu mózgu i nie dotyczy innych struktur dopaminowych [4, 223, 
224]. Nie stwierdzono natomiast spadku poziomu GSH w substancji czarnej w takich 
schorzeniach, jak: zanik wielosystemowy (ang. multiply system atrophy - MSA) i pora­
żenie nadjądrowe (ang. progressive supranuclear palsy - PSP), w których podobnie jak 
w chorobie Parkinsona dochodzi do degeneracji neuronów dopaminowych [4, 224], Wy- 
daje się bardzo prawdopodobne, że obniżenie stężenia GSH w substancji czarnej ma 
miejsce już we wczesnej fazie rozwoju choroby Parkinsona. Poziom GSH był obniżony 
w równym stopniu tak w presymptomatycznej chorobie Parkinsona z rozsianymi ciałkami 
Lewy’ego (ang. presymptomatic Parkinson ’s disease with incidental Lewy bodies), jak 
i w zaawansowanym stadium tej choroby [224]. W cytowanych powyżej badaniach, 
z wyjątkiem wczesnej pracy Perriego i współpracowników [223], nie stwierdzono rów­
noczesnego wzrostu poziomu disiarczku glutationu. W chorobie Parkinsona wykazano 
natomiast zwiększoną aktywność enzymu degradującego GSH, czyli y-glutamy- 
lotranspeptydazy [225], Chociaż fakty te zostały opisane przed wieloma laty, nadal nie­
wiele jest wiadomo na temat przyczyn i mechanizmów prowadzących do niedoboru GSH 
w istocie czarnej w tym schorzeniu.
5.4.6. Związek między deficytem glutationu a toksycznością MPTP
Aby wyjaśnić, czy niedobór GSH ma związek z procesem neurodegeneracyjnym, 
analogicznym do tego, jaki ma miejsce w przebiegu choroby Parkinsona, podjęto ba­
dania nad wpływem MPTP (modelowa neurotoksyna o proparkinsonowskim profilu 
działaniu) na poziom GSH w strukturach dopaminowych mózgu. MPTP/MPP+ już 
w pojedynczych dawkach szybko i efektywnie obniża poziom GSH przy równocze­
snym braku wzrostu GSSG [7, 226], Wiadomo, że MPTP hamuje transport elektronów 
przez łańcuch oddechowy na poziomie reduktazy NADH-Q, zwanej także dehydroge­
nazą NADH lub kompleksem mitochondrialnym I [227]. Reakcja ta prowadzi do kry­
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zysu energetycznego, którego skutkiem jest obniżenie syntezy ATP [228] 
i depolaryzacja błony cytoplazmatycznej [229], Oba te procesy mogą wpływać na po­
ziom GSH. Niedobór ATP z jednej strony może osłabiać syntezę GSH, gdyż reakcja ta 
wymaga nakładu energii, a z drugiej strony depolaryzacja błony może wywoływać 
wypływ GSH z komórki [161]. W badaniach prowadzonych przez Hana i współpra­
cowników [230] zużyciem metody mikrodializy stwierdzono, że podczas perfuzji 
neurotoksycznych stężeń MPP+ do prążkowia lub substancji czarnej zewnątrzkomór- 
kowe stężenia GSH i cysteiny pozostawały na poziomie wyjściowym. Jednak 
w momencie zaprzestania perfuzji obserwowano przejściowy wysoki wzrost pozako- 
mórkowego GSH i opóźniony w czasie wzrost poziomu cysteiny. Analogiczny efekt 
otrzymano podczas perfuzji do tych samych struktur jonu Fe2+. Wyniki te nasunęły 
przypuszczenie, że uwalnianie, a następnie degradacja GSH przy udziale enzymów 
y-GT i dipeptydaz do glutaminianu, glicyny i cysteiny może stanowić ważny czynnik 
prowadzący do degeneracji neuronów dopaminowych w istocie czarnej. Skłoniło to 
autorów wspomnianej powyżej pracy do wysunięcia nowej hipotezy na temat mechani­
zmu neurotoksycznego działania MPTP. Hipotetyczny model toksyczności MPTP 
przedstawiono na ryc. 7.
Hipoteza ta oparta jest na licznych danych eksperymentalnych. Punktem wyjścia są 
badania, w których wykazano, że pod wpływem perfuzji MPP+ w neuronach dochodzi 
do bardzo silnego zahamowania syntezy ATP [228], jak i depolaryzacji błony komór­
kowej [229]. Skutkiem tych procesów jest masowe uwalnianie zarówno dopaminy 
[231], jak i GSH z komórek dopaminowych (ryc. 7A). Ponadto niedobór ATP przy­
czynia się również do usunięcia bloku magnezowego z receptora NMDA [232], umoż­
liwiając w ten sposób jego aktywację przez zewnątrzkomórkowy glutaminian. Konse­
kwencją aktywacji receptora NMDA jest nadmierna produkcja anionorodnika ponad- 
tlenkowego w neuronie [233], Rodnik ten wchodząc w reakcje z kompleksami białko­
wymi, zawierającymi żelazo, przyczynia się do uwolnienia jonu Fe2+ [234, 235], który 
stanowi ważny czynnik w neurotoksyczności indukowanej przez MPTP [236, 237]. 
Kolejnym następstwem aktywacji receptora NMDA jest zwiększone stężenie aniono­
rodnika ponadtlenkowego, także w przestrzeni pozakomórkowej [233], co sugeruje, że 
rodnik ten może przenikać przez błonę komórową. Uwolnione z kompleksu białkowe­
go żelazo może brać udział w powstawaniu rodnika hydroksylowego w przestrzeni 
pozakomórkowej [238] i, jak wykazują dane eksperymentalne, w rzeczywistości 
MPTP/MPP+ pośredniczy w jego tworzeniu się [239]. Rodnik hydroksylowy powstają­
cy podczas silnego niedoboru energetycznego jest utleniany nie tylko przez GSH 
uwalniany z neuronów dopaminowych, ale także przez GSH pochodzący z komórek 
glejowych. Wydaje się, że uwalnianie GSH z komórek glejowych może chronić ko­
mórki nerwowe przed toksycznością rodnika hydroksylowego [163] (ryc. 7B).
W sytuacji, kiedy perfuzja MPTP do struktur dopaminowych mózgu zostanie prze­
rwana, ustaje tworzenie się rodnika hydroksylowego (ryc. 7B), jak również ustają pro­
cesy, w których on pośredniczy. Następuje wzrost syntezy ATP, powoli rozpoczyna się 
również wychwyt zwrotny dopaminy, która w reakcji z anionorodnikiem ponadtlenko- 
wym tworzy ortochinon dopaminowy [240]. Anionorodnik ponadtlenkowy reagując 
z dopaminą, przyczynia się do dalszego zahamowania uwalniania jonów żelaza z kom­
pleksu białkowego. Po zaprzestaniu perfuzji MPP+ zachodzi nadal uwalnianie GSH, 
przypuszczalnie z komórek glejowych, i wydaje się, że reakcja ta ma służyć odnowie­
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Ryc. 8. Proponowany mechanizm wewnątrzneuronalnej oksydacji dopaminy (DA) w obecności 
cysteiny (Cys), prowadzący do powstania endotoksyn, które nieodwracalnie hamują kompleks 
l mitochondrialny 
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zewnątrzkomórkowego GSH (p. podrozdział 5.2.5.4). Dlatego peptyd ten musi naj­
pierw ulec enzymatycznej hydrolizie (y-GT i dipeptydaza) do składowych aminokwa­
sów, pobieranych następnie przez neurony i zużywanych do ponownej syntezy GSH. 
Niski, opóźniony w czasie wzrost zewnątrzkomórkowego stężenia cysteiny, jak rów­
nież masowe uwalnianie glicyny i glutaminianu [241] wydają się potwierdzać istnienie 
tych reakcji. Po zaprzestaniu perfuzji MPP+, synteza ATP utrzymywana jest nadal na 
niskim poziomie, mimo iż pewne ostre efekty działania tej toksyny są w znacznym 
stopniu zniwelowane. Receptory NMDA pozbawione bloku magnezowego są nadal 
silnie aktywowane przez występujący w wysokim stężeniu glutaminian. Aktywacja ta 
prowadzi nadal do powstawania anionorodnika ponadtlenkowego, który przeprowadza 
dalszą oksydację dopaminy w neuronie. Wychwytowi zwrotnemu dopaminy towarzy­
szy napływ cysteiny do neuronu. Powstały w reakcji utleniania dopaminy ortochinon 
dopaminowy reaguje z cysteiną, tworząc 5-cysteinylodopaminę (5-S-Cys-DA) [240], 
A zatem cysteina zamiast być wykorzystana do resyntezy GSH, zostaje zużyta przez 
ortochinon dopaminy, co staje się przyczyną nieodwracalnej utraty GSH w neuronach 
dopaminowych i co także potwierdza fakt braku wzrostu stężenia GSSG. 5-S-Cys-DA 
jest nadal utleniana przez anionorodnik ponadtlenkowy do ortochinonu 1 (ortochinon 
5-cysteinylodopaminy), z którego w wyniku szybkiej przebudowy cząsteczki powstaje 
nowy produkt cykliczny, będący prekursorem zarówno dihydrobenzotiazyny (DHBT- 
-1), jak i związków benzotiazynowych (BT-1, BT-2) [242], Uproszczony przebieg tych 
reakcji przedstawiony jest na ryc. 8.
W badaniach in vitro wykazano, że benzotiazyny (BT-1, BT-2) mogą być groma­
dzone w mitochondriach [243], gdzie w sposób nieodwracalny hamują kompleks 
1 mitochondrialny [244]. Trwałe zahamowanie tego kompleksu jest czynnikiem decy­
dującym o degeneracji neuronów dopaminowych w substancji czarnej.
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